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Abkürzungsverzeichnis 
 
ACCP   American College of Chest Physicians 
ALI   „acute lung injury“ 
ALV   akutes Lungenversagen 
ARDS   „acute respiratory distress syndrome” 
ATP   Adenosintriphosphat 
°C   Grad in Celsius 
CASP   „colon ascendens stent peritonitis” 
cDNA   copy-Desoxyribonukleinsäure 
cGMP   zyklisches Guanosinmonophosphat 
CpG   Cytosin-Phosphat-Guanin 
CpG-DNA  CpG-haltige DNA 
CpG-ODN  CpG-haltige Oligodesoxynukleotide 
CT   „cycle threshold” 
DC   Dendritische Zelle 
ddH2O   doppeltdestilliertes Wasser 
DEPC   Diethylpyrocarbonat 
D-GalN  D-Galaktosamin 
dsDNA   „double stranded desoxyribonucleinacid” 
ssDNA   „single stranded desoxyribonucleinacid” 
DNA   Desoxyribonukleinsäure (“deoxyribonucleic acid”) 
EDTA   Ethylendiamintetraessigsäure 
ELISA   “enzyme linked immunosorbent assay” 
FAM   6-Carboxy-Fluorescein 
FRET   Fluoreszenz-Resonanzenergietransfer 
g   Erdschwerebeschleunigung: g= 9,80665 m/s2 
G   Gauge, Maßeinheit für den Außendurchmesser einer Kanüle 
GAPDH  Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase  
GIT   Guanidinisothiocyanat 
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ICAM-1  „intercellular adhesion molecule-1” 
IFN   Interferon 
IKK   „inhibitory κB kinase” 
IL   Interleukin 
iNOS   induzierbare Stickstoffmonoxidsynthase 
i.p.   intraperitoneal 
IRAK   „interleukin-1-receptor-associated-kinase” 
IRS954   „immun regulatory sequence 954” 
JNK   “C-Jun-N-terminal kinase” 
KG   Körpergewicht 
LPS   Lipopolysaccharid 
MKK6   Mitogen aktivierte Proteinkinase Kinase 6 
MODS   „multiple organ dysfunction syndrome” 
MOV   Multiorganversagen 
mRNA   Messenger-Ribonukleinsäure 
MyD88  „myeloid differentiation marker 88“ 
NFκB   „Nuclear factor κB” 
NIK   NFκB „inducing kinase“ 
NK   Natürliche Killerzellen 
NO   Stickstoffmonoxid 
ODN   Oligodesoxynukleotid 
PAMP   „pathogen associated microbial pattern” 
p.o.   per os 
PBS   „phosphate-buffered saline”; Phosphat-gepufferte Kochsalzlösung 
PCR   „polymerase chain reaction”; Polymerasekettenreaktion 
PCWP   Lungenkapillarverschlussdruck 
PEEP   „positive end-exspiratory pressure“ 
PGN   Peptidoglykan 
PRR   „pattern recognition receptor” 
PS-ODN  Phosphorthioat-ODN 
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PTO-Rückgrat  Phosphorthioat-Rückgrat 
RNA   Ribonukleinsäure 
RNase   Ribonuklease 
RQ   relativer Quotient 
RT-PCR  Reverse Transkriptase-Polymerasekettenreaktion 
s.c.   subkutan 
SD   Standardabweichung 
SEM   Standardfehler des Mittelwertes 
SIRS   „systemic inflammatory response syndrome” 
SLE   systemischer Lupus erythematodes 
TAK1   „transdermal growth factor-activated-kinase-1” 
TBE   Standardpuffer aus Tris-Borat und EDTA 
TIR-Domäne  Toll/Interleukin-1-Rezeptor-Domäne 
TLR   Toll-like Rezeptor  
TLR9   Toll-like Rezeptor 9 
TLR9-D  TLR9 defizient; „knock-out“ 
TNF-α   Tumornekrosefaktor-α 
TNM   Tumorklassifikation 
TRAF6   Tumornekrosefaktor-Rezeptor-assoziierter-Faktor-6 
TRAM   „TRIF related adapter molecule” 
TRIF   „Toll/IL-1 receptor containing adapter including interferon β“ 
UTP   Uraciltriphosphat 
Upm   Umdrehungen pro Minute 
WT   Wildtyp 
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1. Einleitung 
 
1.1 Sepsis 
Die Sepsis ist ein komplexes, schwerwiegendes und häufiges Krankheitsbild in der 
Intensivmedizin. Der Begriff wurde bereits in der Antike geprägt und entstammt dem 
griechischen σηπω, was frei übersetzt „faul machen“ bedeutet. Eine erste international 
anerkannt und bindende Definition des Begriffes Sepsis erfolgte allerdings erst 1991 (s. unten). 
Angesichts des demographischen Wandels in den modernen Industriegesellschaften mit 
zunehmender Überalterung der Bevölkerung und einer gleichzeitig zu beobachtenden Zunahme 
von hochinvasiven Eingriffen an alten, multimorbiden Patienten ist mit einer Zunahme von 
Sepsiserkrankungen zu rechnen. Die Sepsis stellt bereits heute eine der wesentlichen 
Herausforderungen für die Intensivmedizin dar. Diese Erkrankung ist die Haupttodesursache auf 
nicht-kardiologischen Intensivstationen (Engel et al., 2007). Auch wenn es zahlreiche Fortschritte 
in der supportiven und adjunktiven Therapie gibt, konnte die Letalität bis dato nicht signifikant 
gesenkt werden. Die Kosten für die lange Therapiedauer und bleibende Organschäden machen 
die Sepsis zusätzlich zu einem gesundheitsökonomischen Problem (Burchardi und Schneider, 
2004). 
Die Forschung auf dem Gebiet der Immunologie und speziell an den Toll-like Rezeptoren (TLR) 
konnte neue Erkenntnisse über die Pathophysiologie der Sepsis erbringen. Durch ihre zentrale 
Stellung im angeborenen Immunsystem bieten TLR möglicherweise ein therapeutisches Ziel für 
die Behandlung systemisch entzündlicher Erkrankungen wie der Sepsis. Für ihre Arbeiten auf 
dem Gebiet der TLR-Forschung erhielten Jules Hoffmann und Bruce Beutler 2011 den Nobelpreis 
für Medizin, was nochmals die Bedeutung dieser Rezeptorfamilie für die immunologische 
medizinische Wissenschaft unterstreicht. 
In Experimenten konnte der Zusammenhang zwischen TLR und Proteinen, die TLR-abhängig 
induziert werden und dann das klinische Bild der Sepsis vermitteln können, in Teilen bereits 
aufgeschlüsselt werden. Als Hauptvermittler der Entzündungsreaktion gelten hierbei die 
Zytokine Tumornekrosefaktor-α (TNF-α), Interleukin-1β (IL-1β) und Interleukin-6 (IL-6)(Dinarello, 
2000). Hemmi und seine Kollegen beschrieben 2000 erstmalig die Rolle von TLR9 als Sensor für 
bakterielle DNA im Rahmen der Entzündungsreaktion. Genau wie bakterielle DNA führen auch 
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synthetische unmethylierte CpG-Oligodesoxynukleotide (CpG-ODN) zu einer TLR9-abhängigen 
inflammatorischen Antwort (Hemmi et al., 2000). Mittlerweile weiß man um die Möglichkeit, 
den TLR9 sowohl stimulatorisch als auch inhibitorisch mit synthetischen ODN zu beeinflussen 
(Krieg und Vollmer, 2007). Für Krankheiten wie die Sepsis, dem systemischem Lupus 
erythematodes (SLE) oder rheumatoider Arthritis wird eine TLR9 antagonisierende, 
antiinflammtorische Strategie verfolgt (Broide, 2009; Duramad et al., 2005; Zeuner et al., 2002). 
 
 
1.1.1 Definition der Sepsis 
Wie bereits oben erwähnt, stellt die Sepsis eine große Herausforderung für die moderne 
Intensivmedizin dar. Die Verbesserung von therapeutischen Strategien verlangt hierbei eine 
möglichst einheitliche Definition der Erkrankung, die sich auf vergleichbare Parameter stützt. 
Bereits 1914 definierte Hugo Schottmüller (1867-1936) wesentliche Grundzüge der Sepsis: 
 
"Eine Sepsis liegt dann vor, wenn sich innerhalb des Körpers ein Herd gebildet hat, von dem 
konstant oder periodisch pathogene Bakterien in den Blutkreislauf gelangen und zwar derart, 
dass durch diese Invasion subjektive und objektive Krankheitserscheinungen ausgelöst werden." 
(Schottmüller, 1914 ) 
 
Eine moderne Definition, die der heutigen wissenschaftlichen Ansicht genügt, formulierten 
Werdan und Kollegen: 
 
„Sepsis ist die Gesamtheit der lebensbedrohlichen klinischen Krankheitserscheinungen und 
pathophysiologischen Veränderungen als Reaktion auf die Aktion pathogener Keime und ihrer 
Produkte, die aus einem Infektionsherd in den Blutstrom eindringen, die großen biologischen 
Kaskadensysteme und spezielle Zellsysteme aktivieren und die Bildung und Freisetzung 
humoraler und zellulärer Mediatoren auslösen.“ 
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Hierbei werden die unterschiedlichen Grundprinzipien der Sepsis berücksichtigt: 
• Der septische Fokus, also die Infektionsquelle als Ausgangspunkt der 
systemischen Reaktion 
• Das Eindringen pathogener Keime und toxischer Keimprodukte 
• Die Bildung und Aktivierung von Mediatoren 
• Die Zellfunktionsstörungen 
• Die Multiorgandysfunktion/-Insuffizienz im klinischen Aspekt und das 
Multiorganversagen am Ende des Kontinuums der Sepsis (Werdan et al., 2005) 
 
1991 legte eine Konsensus-Konferenz des „American College of Chest Physicians“ (ACCP) und der 
„Society of Critical Care Medicine“ (SCCM) einen Diagnosekatalog für die bis dato unzureichend 
geklärte Definition der Sepsis vor (siehe Tabelle 1). 
Klinische und biochemische Parameter werden hierbei zur Diagnose einer Sepsis herangezogen. 
Gleichzeitig wird differenziert zwischen SIRS, Sepsis, schwerer Sepsis und septischem Schock. 
Das „systemic inflammatory response syndrome“ (SIRS) ist definiert als eine allgemeine, 
entzündliche Abwehrreaktion auf unterschiedliche Reize wie Trauma, Verbrennung, Pankreatitis 
und Hypoxie (Reinhart et al., 2006). Fieber oder Hypothermie, Tachykardie, Tachypnoe oder 
Hyperventilation und Leukozytose oder Leukopenie, aber auch unreife Granulozyten, sind 
Merkmale, die zur Diagnose eines SIRS herangezogen werden. Mindestens zwei dieser Kriterien 
müssen zutreffen, ohne dass eine Bakteriämie oder Infektion im klassischen Sinne vorliegt 
(Bone et al., 1992). 
Von einer Sepsis spricht man, wenn analog zum SIRS mindestens zwei der Kriterien vorliegen 
und zusätzlich eine bakterielle, fungale oder virale Infektion anzunehmen oder nachgewiesen ist. 
Die Sepsis ist demnach eine Reaktion auf eine Infektion, die allerdings noch keine 
Organdysfunktion aufweist. 
Bei einer schweren Sepsis liegen zusätzlich Symptome eines Organversagens der Lunge, der 
Niere, der Leber und/oder des Herzens vor. Ebenfalls einhergehen können Störungen des 
Gastrointestinaltraktes, des ZNS (Delir), des Knochenmarks sowie des Gerinnungs- und 
Immunsystems (Engelmann und Schuster, 2006). 
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Der septische Schock ist gekennzeichnet durch anhaltenden Blutdruckabfall trotz adäquater 
Volumen- und Vasopressorentherapie. Mit der arteriellen Hypotension kommt es zur 
Minderperfusion von Organen. Folglich können gravierende Organdysfunktionen auftreten, die 
im schlimmsten Fall zu einem Versagen mehrerer Organsysteme führen („Multiorgansversagen“, 
MOV)(Mizock, 2009). Die Letalität ist beim Vorliegen eines MOV und septischen Schocks am 
höchsten und die Therapiedauer verlängert sich entsprechend der Schwere der 
Grunderkrankung (Alberti et al., 2003; Angus et al., 2001). 
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Definition und Kriterien nach ACCP/SCCM Konsensus Konferenz 
 
 
Infektion 
 
entzündliche Gewebsreaktion auf Mikroorganismen oder eine Invasion von 
Mikroorganismen in normalerweise sterilem Gewebe 
 
 
 
 
SIRS 
 
manifestiert sich durch zwei oder mehr der folgenden Befunde ohne Infektion: 
• Temperatur >38° C oder <36° C 
• Herzfrequenz >90/min 
• Atemfrequenz >20/min oder PaCO2 <32 mmHg 
• Leukozyten >12/nl oder <4/nl 
• oder Linksverschiebung / unreife Formen >10 % 
 
 
Sepsis 
 
systemische Reaktion, charakterisiert durch zwei oder mehr der Symptome wie 
bei SIRS, allerdings als Reaktion auf eine vorliegende/anzunehmende Infektion 
 
 
 
 
 
Schwere 
Sepsis 
 
Sepsis mit neu aufgetretenen Zeichen  
• gestörter Organfunktion oder 
• gestörter Organperfusion  
• arterielle Hypoxämie: PaO2 unter kPa (75 mmHg) 
• Laktatazidose 
• renale Dysfunktion/ Oligurie: Urinproduktion <30 ml/h oder 0,5 ml/kg/h 
• akute Enzephalopathie 
• Sepsis-induzierte Hypotonie  
 
 
 
MODS 
 
Funktionsverlust zweier oder mehrerer Organsysteme gleichzeitig oder in Folge 
 
 
MOV 
 
 
etabliertes, irreversibles Versagen mehrerer Organe  
Tab. 1: Definition der Infektion, SIRS, Sepsis, schweren Sepsis, MODS (Bone et al.,1992) 
 
Eine Abschätzung des Schweregrades der Krankheit kann über Scoring-Systeme wie die „Acute 
Physiology and Chronic Health Evaluation II“ (APACHE II) oder das „Sequential Organ Failure 
Assessment“ (SOFA II) getroffen werden, die auch signifikant mit dem Überleben korrelieren 
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(Friedman et al., 1998). Seit einigen Jahren wurde, angelehnt an die TNM Klassifikation, ein 
weiteres Modell zur Schweregradeinteilung einer Sepsis erarbeitet. Das Staging-Modell PIRO 
besteht aus der Prädisposition (P), die genetische Polymorphismen berücksichtigt, der Infektion 
(I), der Immunantwort (Response, R) und den resultierenden Organdysfunktionen (O). 
Die Anwendung von PIRO soll das Stadium, in dem sich die Sepsispatienten befinden, besser 
erfassen und somit zeitkritische Therapieentscheidungen lenken. Bisher hat es jedoch noch 
keine breite Anwendung in der Klinik gefunden (Opal, 2005). 
 
 
1.1.2 Epidemiologische Daten zur Sepsis 
Die Letalität der Sepsis ist weiterhin hoch (Angus et al., 2001). Steigendes Patientenalter, 
Polymorbidität, Immunschwäche und hoher Invasivitätsgrad diagnostischer und therapeutischer 
Maßnahmen verschärfen die Situation zusätzlich. So muss mit einer Inzidenz-Zunahme der 
Sepsis auch in der Zukunft gerechnet werden. 
In Deutschland erkranken nach einer Beobachtungsstudie des Kompetenznetzwerkes Sepsis 
(SepNet) 75.000 Einwohner an einer schweren Sepsis bzw. 79.000 an einer Sepsis pro Jahr. Nach 
dem Krebsleiden und dem Myokardinfarkt stellen die septischen Erkrankungen mit ca. 60.000 
Todesfällen pro Jahr die dritthäufigste Todesursache dar. Auf nicht-kardiologischen 
Intensivstationen ist die Sepsis sogar die Haupttodesursache (Engel et al., 2007). Je 
schwerwiegender die Sepsis des Patienten verläuft, umso schlechter ist die Prognose, und umso 
länger und teurer wird die Behandlung (Alberti et al., 2003; Burchardi und Schneider, 2004). 
Bei älteren Menschen sind Inzidenz und Mortalität der Sepsis erhöht. Andere Risikofaktoren sind 
Vorerkrankungen wie die chronisch obstruktive Lungenerkrankung (COPD), kardiovaskuläre 
Erkrankungen, Malignome, Mangelernährung und chronische Leberfunktionsstörungen 
(Brun-Buisson et al., 2004a). 
Die Überlebenschancen von Patienten im septischem Schock sinken mit dem verzögerten Beginn 
einer antibiotischen Therapie um ca. 7 % pro Stunde (Kumar et al., 2006). Daher ist es imperativ, 
das Entstehen einer schweren Sepsis durch schnelle und gezielte Antibiotikatherapie zu 
verhindern. Dieses wünschenswerte Vorgehen ist allerdings häufig in der Praxis durch die 
komplexe Diagnose der Sepsis im Frühstadium der Erkrankung erschwert. Neben CRP und 
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Procalcitonin wird ein zusätzliches immunologisches Monitoring zur schnellen Diagnose und 
gezielten Therapie der Sepsis erforscht. In der jüngeren Vergangenheit hat man versucht, das 
proinflammatorische Zytokin IL-6 als wesentlichen Marker für den Schweregrad und die 
Prognose für die Sepsis heranzuziehen (Adamik et al., 1997; Haasper et al., 2010; Tschaikowsky 
et al., 2011). Allerdings kann IL-6 alleine die komplexe Inflammationsreaktion nicht genau 
abbilden und ist höchstens in Ergänzung mit anderen Biomarkern als diagnostisches Mittel in der 
Praxis zu erwägen (Brunkhorst, 2006; Dimopoulou et al., 2007; Tsalik et al., 2012). 
In Zeiten knapper Gesundheitsbudgets ist auch die finanzielle Belastung durch die Sepsis zu 
berücksichtigen. Nach Angaben des Kompetenznetzwerks Sepsis (SepNet) macht die Behandlung 
von Sepsispatienten in Deutschland 30 % des Budgets deutscher Intensivstationen aus (Engel et 
al., 2007). 
Waren in der Zeit von 1970 bis 1980 gram-negative Bakterien die Hauptursache der Sepsis, 
kommen mittlerweile gram-positive Erreger ebenso häufig vor (Martin et al., 2003). Die 
häufigsten nachgewiesenen Bakterien sind hierbei Escherichia coli, Staphylokokkus pneumoniae, 
koagulasenegative Staphylokokken, Enterokokken, Klebsiella spp. und Pseudomonas spp. 
(Werdan et al., 2005). 
Als Infektionsort steht der untere Respirationstrakt an erster Stelle, gefolgt vom Abdomen, 
primären Bakteriämien und urogenitalen Infektionen (Bernard et al., 2001; Brunkhorst, 2006; 
Marik und Varon, 2001)(siehe auch Tabelle 2). Den entzündlichen Veränderungen in der Lunge 
kommt somit sowohl für die Entstehung als auch für den Verlauf einer Sepsis eine wichtige 
Bedeutung zu. 
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Angus et al., 2001 
 
Brunkhorst, 2006 
Respirationstrakt 44 % 63 % 
Intraabdominell 9 % 25 % 
Bakteriämie 17 % unbekannt 
Urogenital 9 % 7 % 
Tab. 2: Lokalisationen von Infektionsherden bei Sepsis (nach Angus et al., 2001; Brunkhorst, 
2006) 
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1.2  ARDS bei Sepsis 
 
1.2.1 Definition 
Auch wenn bereits Anfang des letzten Jahrhunderts der Zusammenhang zwischen Sepsis und 
dem heutzutage als „acute respiratory distress syndrome“ (ARDS) bekannten Krankheitsbild 
hergestellt wurde, waren es 1967 Ashbaugh und seine Kollegen, die als erste das akute 
Lungenversagen im Rahmen einer systemischen Entzündungsreaktion als ARDS beschrieben 
(Ashbaugh et al., 1967). Bei 12 der 272 ateminsuffizienten Patienten in ihrer Studie fand man 
akut progrediente Symptome wie schwere Dyspnoe, Tachypnoe, Zyanose und schwere 
Hypoxämie. Die Klinik der Patienten konnte weder nach einer eingeleiteten Sauerstofftherapie 
noch durch eine intermittierende Positivdruckbeatmung („positive end-exspiratory pressure“, 
PEEP) verbessert werden. Weitere Merkmale waren bilaterale diffuse Lungeninfiltrate auf der 
Röntgen-Thorax Aufnahme und eine reduzierte Lungencompliance. Aufgrund der kollabierten 
Alveolenareale und steifen Lungen war ein deutlich erhöhter Spitzendruck zur Beatmung dieser 
Patienten notwendig. Nach Obduktion von sieben Patienten dieser Gruppe entdeckte man 
hyaline Membranen an den Alveolen, pulmonale Atelektasen und schwere, nicht kardial 
bedingte Lungenödeme, die weitere Charakteristika des ARDS darstellen. Darüber hinaus 
deutete der erhöhte Oberflächendruck der schaumig gefüllten Lungen auf eine 
Surfactantfunktionsstörung hin (Petty, 2001). 
Um das Syndrom vom Atemnotsyndrom des Neugeborenen („infant respiratory distress 
syndrome“, IRDS) abzugrenzen, präzisierten Ashbaugh und Petty 1971 den Begriff des ARDS als 
adult respiratory distress syndrome. 
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Direkte pulmonale Schädigung Indirekte extrapulmonale Ursache 
Pneumonie Sepsis / Multiorganversagen 
Aspiration von z.B. Magensaft Polytrauma 
Rauchvergiftung Massentransfusion 
Ventilator-assoziierte Lungenschädigung Verbrennung 
Beinahe-Ertrinken Peritonitis / Pankreatitis 
Tab. 3: Ursachen für ein ARDS (nach Werdan et al., 2005) 
 
 
Das ARDS kann von unterschiedlichen intrapulmonal und extrapulmonalen Stimuli induziert 
werden. Allerdings verläuft die Abwehrreaktion der Lungen unabhängig vom Auslöser relativ 
uniform (Hudson et al., 1995). Bei der direkten, also intrapulmonalen Schädigung, können 
(virale, bakterielle und mykoplasmale) Pneumonien, Magensaftaspirationen, Rauchvergiftungen 
und Thoraxtraumata ein ARDS verursachen. Interessanterweise kann ein inflammatorisches 
Lungenversagen auch indirekt, also als Folge von extrapulmonalen Ursachen, verursacht werden, 
wie z.B. während einer Sepsis oder nach Bluttransfusionen, Verbrennungen oder Pankreatitiden 
(siehe Tabelle 3). Die extrapulmonalen Krankheitsverläufe sind häufig entscheidend für die 
Letalität, besonders bei septischen Patienten, die ein ARDS entwickeln. So sterben die Patienten 
meist nicht am ARDS, sondern an anderen Folgen der Sepsis (Piantadosi und Schwartz, 2004). 
Mit der erweiterten Definition des ARDS von Murray und dessen so genannten „lung injury 
score“ wurde 1988 im Wesentlichen eine Schweregradeinteilung verschiedener Formen der 
akuten Lungenschädigung, acute lung injury (ALI), möglich. Um Studien über das ARDS besser 
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vergleichen zu können und eine weltweit übereinstimmende Definition des Syndroms zu 
erhalten, wurde 1992 eine internationale Konferenz einberufen. Die hier verabschiedete 
Definition des ARDS ist auch heute noch gültig. Es wird zwischen dem ALI und dem ARDS 
differenziert. 
 
                                       ALI     ARDS 
 
Röntgen-Thorax bilaterale diffuse Infiltrate 
 
 
 
bilaterale diffuse Infiltrate 
Eintritt akut  akut 
Oxygenierung PaO2/FiO2 ≤ 300 mmHg  PaO2/FiO2 ≤ 200 mmHg 
Pulmonaler 
Kapillardruck 
(PCWP) 
≤ 18 mmHg PCWP; 
sonst: fehlende Zeichen einer 
Linksherzinsuffizienz 
 
 
 
 
 
≤ 18 mmHg PCWP; 
sonst: fehlende Zeichen einer 
Linksherzinsuffizienz 
Tab. 4: Definition ALI / ARDS nach der „American-European Consensus Conference on ARDS“ 
(nach Bernard et al., 1994) 
 
 
Wie aus der Tabelle 4 abzuleiten ist, bleibt das ARDS eine vorwiegend klinische Diagnose. Zu 
Beginn eines ARDS besteht oft eine Diskrepanz zwischen bereits vorhandener klinischer 
Symptomatik und noch fehlendem radiologischen Befund (Striebel, 2008). Weiterhin bleibt zu 
bedenken, dass die röntgenologischen Veränderungen oft nicht spezifisch sind, so dass man 
differentialdiagnostisch an eine Pneumonie, ein kardiogenes Lungenödem, das 
Aspirationssyndrom (Mendelson-Syndrom), einen Status asthmaticus, eine Lungenkontusion 
oder eine Lungenembolie denken muss. Fehlende Parameter zur Erschließung der 
Entzündungssymptomatik und der Kapillarpermeabiltätsstörung der Lunge zeigen weitere 
Schwächen des Definitionskataloges auf (Schuster, 1997). Wegen enttäuschender Zuverlässigkeit 
in Hinsicht auf die Prognoseaussage der Überlebenswahrscheinlichkeit beim Murray-Score und 
der Definition der Amerikanisch-Europäischen Konsensuskonferenz, orientiert man sich wie bei 
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der Sepsis am APACHE II oder SAPS II Score (Ferring und Vincent, 1997). Dies verdeutlicht 
nochmals die Bedeutung der systemischen inflammatorischen Reaktion für das Überleben und 
Outcome der Patienten. 
 
 
1.2.2 Epidemiologie des ARDS 
In einer großen skandinavischen Studie ergab sich eine Inzidenz von 17,9 für ein ALI und 13,5 pro 
100.000 Einwohner für das schwere Krankheitsbild des ARDS (Luhr et al., 1999). Die höchste 
Inzidenz für das Auftreten eines akuten Lungenversagens liegt hierbei bei septischen Patienten 
(Hudson et al., 1995). Gleichzeitig ist die Letalität bei Auftreten einer Sepsis mit ARDS am 
höchsten (Ferring und Vincent, 1997). 
Nach Daten der „ALIVE Study Group“ liegt die Inzidenz für das akute Lungenversagen bei 7,1 % 
und die Sterblichkeit auf Intensivstation für ein ALI bei 22,6 %, für das ARDS bei 49,4 % (Brun-
Buisson et al., 2004b). 
Einige Autoren haben in Metaanalysen dank der verbesserten supportiven Maßnahmen und 
verbesserten Beatmungstherapien die Letalität in den letzten Jahren sinken sehen (Zambon und 
Vincent, 2008). Andere Arbeiten sehen hingegen keine relevante Änderung der 
Sterblichkeitsrate (Phua et al., 2009). Ursachen für diese unterschiedlichen Interpretationen sind 
die große Variation der zugrundeliegenden epidemiologischen Daten: so sind unterschiedliche 
Auslöser eines akuten Lungenversagens z.T. nicht berücksichtigt, und die ARDS Definition wird 
weiterhin uneinheitlich angewendet (Lewandowski und Lewandowski, 2006). Somit bleiben 
epidemiologische Daten zum ARDS weiterhin Gegenstand kontroverser Diskussionen. 
 
 
1.2.3 Pathophysiologie der Sepsis und des ARDS 
Die Sepsis kann durch eine Vielzahl an verschiedenen Stimuli wie Mikroorganismen, Viren, 
bakteriellen Toxinen wie Endo- und Exotoxine verursacht werden (Faure et al., 2001). Allerdings 
ist nicht nur die Pathogenität, Quantität oder Virulenz des Erregers, sondern zu einem großen 
Teil auch die Immunantwort des Wirtes entscheidend für den Verlauf der Erkrankung (Beutler 
und Poltorak, 2001). Unter physiologischen Bedingungen ist der menschliche Körper in der Lage, 
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den oben genannten Mikroorganismen und Pathogenen mit einer gezielten und adäquaten 
Immunantwort zu begegnen, ohne dass es zu einer fulminanten generalisierten Reaktion 
kommt. Vielmehr wird die Infektion lokal vor allem durch das angeborene Immunsystem 
bekämpft, unter Kontrolle gehalten und somit systemische Organschäden weitestgehend 
vermieden. Bei einer Sepsis hingegen wird das Ausmaß der lokalen physiologischen 
Abwehrreaktion weit überschritten und amplifiziert sich selbst in eine systemische, 
pathologische Inflammationsreaktion. Diese Fehl- oder Überaktivierung des angeborenen und 
auch adaptiven Immunsystems führt hierbei u.a. zu einer unkontrollierten Überproduktion an 
Zytokinen, die die inflammatorische Reaktion weiter verstärken und aufrechterhalten. 
Kaskadenartig kommt es auf verschiedenen Ebenen zu systemischen entzündlichen 
Reaktionsmechanismen und schließlich zur Entgleisung der Homöostase. Dies zeigt sich 
schließlich in den typischen klinischen Zeichen der Sepsis. 
Das ARDS läuft trotz verschiedener Ursachen (siehe Tabelle 3) stereotyp und stadienartig ab. Zu 
Beginn werden pulmonal und auch systemisch proinflammatorische Zytokine, wie TNF-α, IL-1β, 
IL-6 und IL-8 exprimiert. Im Zuge einer schweren Sepsis treten in der Lunge häufig an erster 
Stelle Dysfunktionen oder ein komplettes Organversagen auf (Werdan et al., 2005). Bei diesem 
auch als „remote-injury“ bezeichneten, also extrapulmonal induzierten Lungenschaden, 
gelangen proinflammatorische Mediatoren und Zellen der Immunabwehr schnell und in hoher 
Konzentration in die Lungenstrombahn. Über Zytokine werden Proteasen und 
Arachidonsäuremetaboliten (Thromoboxan A2, Prostazyklin und Prostaglandin E2) freigesetzt. 
Selektine und ICAM-1 vermitteln die Adhäsion von Leukozyten, v.a. neutrophilen Granulozyten, 
am Endothel, deren Übertritt nach interstitiell sowie die Aktivierung dieser Immunzellen 
(Strieter und Kunkel, 1994). Zuerst treten Leukozyten über den Blutfluss mit den 
Organendothelzellen in Kontakt und rollen verlangsamt am Endothel entlang („rolling“)(Malik, 
1993). Diese erste Verbindung zwischen Leukozyt und Endothel wird über Selektine hergestellt 
(Adhäsion). Anschließend wird über Integrine wie ICAM-1 chemotaktisch eine feste Bindung 
zwischen Leukozyten und Endothelgewebe geschaffen. So aktivierte, adhärierende Immunzellen 
treten als nächstes durch Lücken im Endothel hindurch und gelangen ins Interstitium 
(Diapedese) und akkumulieren dort (Smith, 1993). Die nun im Gewebe freigesetzten reaktiven 
und zelltoxischen Subtanzen wie Sauerstoffradikale schädigen nicht nur die Erreger, sondern 
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auch die gesunden Zellen des Wirts (Weinacker und Vaszar, 2001). So tragen Endothelzellen in 
der Lunge, die für die Integrität der Alveolarkapillareinheit sorgen, einen hohen Schaden davon. 
Durch die erhöhte Permeabilität am Endothel entsteht ein kapilläres Leck („capillary leak 
syndrome“). In der Lunge kommt es zum pathophysiologischen Einstrom von Plasmaproteinen 
und somit zum perivasalen, peribronchialen sowie interstitiellen Ödem. Vor allem durch die 
Zytokinwirkung von in Alveolarmakrophagen gebildetem TNF-α, IL-1β, IL-6, IL-8 und durch die 
erhöhte Expression von Adhäsionsmolekülen am stimulierten Endothel gelangen neutrophile 
Granulozyten durch die nun geschädigte Alveolarkapillareinheit zum vermeintlichen 
Infektionsort in der Lunge und setzen vermehrt gewebsschädigende Stoffe frei (Strieter und 
Kunkel, 1994). 
Ähnlich wie die Endothelzellen werden die Surfactant-produzierenden Pneumozyten durch die 
Zytokinantwort direkt geschädigt und gehen in beträchtlicher Zahl unter. Zusätzlich verliert das 
Surfactantprotein seine Wirkung, wenn es sich mit zu viel Wasser oder Proteinen vermischt 
(Petty, 2001). Das Surfactantprotein ist von entscheidender Bedeutung für die Ventilation der 
Alveolen. Indem es die Oberflächenspannung reduziert, können sich die Alveolen frei entfalten 
und sauerstoffhaltige Luft zum Gasaustausch aufnehmen. Ein Kollaps der Alveolenbläschen wird 
somit verhindert. Verheerender Weise bestehen beim ARDS nun also ein quantitativer 
Surfactantmangel und eine qualitative Surfactantfunktionsstörung. Surfactantproteine bilden 
zusammen mit dem nekrotischen fibrinreichen Zellmaterial die histopathologisch 
charakteristischen eosinophilen hyalinen Membranen, die sich an den Alveolarwänden ablagern. 
Die kollabierten und überfluteten Alveolen sind in ihrer Funktion für den Gasaustausch stark 
beeinträchtigt. Die Atemarbeit ist durch das interstitielle und alveoläre Ödem und die systemisch 
wirkende Entzündungsreaktion bedeutend erschwert. Außerdem können 
Mikrovaskulationsstörungen mit einer paradox ablaufenden Gerinnung auftreten, die zur 
Ausbildung von Mikrothromben und resultierender pulmonaler Hypertension führen (Chambers, 
2008). Als Folge entwickelt sich ein funktioneller Shunt zwischen nicht ventilierten Alveolen mit 
venös sauerstoffarmem Blut und noch ventilierten Alveolen mit sauerstoffgesättigtem Blut aus. 
Bei einem hohen intrapulmonalen Shunt resultiert somit eine systemische arterielle Hypoxämie 
(Ware und Matthay, 2000). 
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Nach etwa fünf bis sieben Tagen beginnt die proliferativ-fibrosierende Spätphase des ARDS, die 
durch typische irreversible Umbauprozesse am Lungenparenchym geprägt ist. Interstitiell, aber 
auch alveolär, findet eine Fibrosierung des Lungengewebes statt, mit der Folge einer 
Lungenversteifung und irreversibel reduzierten Lungencompliance (Martinet et al., 1996). 
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1.3 Immunsystem 
Obwohl der menschliche Organismus täglich Mikroorganismen und potentiell pathogenen 
Keimen ausgesetzt ist, kommt es verhältnismäßig selten zu einer Erkrankung. Dieser Schutz vor 
Fremdpathogenen wird durch das Immunsystem gewährleistet, das sich aus zwei Säulen 
zusammensetzt. 
Die phylogenetisch ältere, angeborene Immunität reagiert sehr schnell aber relativ unspezifisch. 
Sie ist prinzipiell ab der Geburt vorhanden, relativ konstitutiv und wird weiter vererbt (Janeway 
und Murphy, 2009). Im Verlauf der Evolution hat der Säugetier-Organismus zusätzlich eine 
adaptive bzw. erworbene Immunität entwickelt, die zeitverzögert einsetzt und auf einer 
antigenspezifischen Antwort beruht. Dank der klonalen Selektion von antigenspezifischen 
Rezeptoren auf T-und B-Lymphozyten während derer Vervielfältigung, reagiert dieses adaptive 
Immunsystem hochspezifisch. Ein Teil der Lymphozyten bleibt nach der Eliminierung des 
Antigens als Gedächtniszellen im Organismus erhalten, um bei erneutem Antigenkontakt 
schneller und verstärkter reagieren zu können. Diese langlebigen, aktivierten Lymphozyten 
bilden das immunologische Gedächtnis (Alberts, 2009). 
 
 
1.3.1 Angeborene Immunität 
Meist werden Mikroorganismen innerhalb von Minuten vom angeborenen Abwehrsystem 
erkannt und bekämpft. Diese schnelle Reaktion des menschlichen Organismus fußt wiederum 
auf einer Reihe von netzwerkartig induzierten Verteidigungsmechanismen. Die Fähigkeit der 
Abwehrzellen zwischen eigen und fremd zu unterscheiden ist hierbei eine Grundvoraussetzung 
für eine funktionierende Immunabwehr (Medzhitov und Janeway, 2002). 
Dies wird ermöglicht durch sog. Mustererkennungsrezeptoren, die für den Ablauf der 
Abwehrmechanismen verantwortlich sind, indem sie zwischen körpereigenen und infektiösen 
bzw. körperfremden Liganden differenzieren. Diese als „pattern recognition receptors“ (PRR) 
bezeichneten Mustererkennungsrezeptoren sind keimbahncodiert, das bedeutet, dass für einen 
Rezeptor jeweils ein Gen kodiert (Pasare und Medzhitov, 2005). Sie entstehen nicht durch 
somatische Rekombination wie die Antigenrezeptoren des erworbenen Immunsystems (Schatz 
et al., 1992). PRR können entweder aktiv von Zellen sezerniert werden oder liegen gebunden an 
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der Zelloberfläche, in intrazellulären Kompartimenten oder im Zytoplasma vor (Ballou und 
Kushner, 1992). 
Als membranständige oder intrazelluläre PRR spielen die „Toll-like Rezeptoren“ (TLR) eine 
bedeutende Rolle für das Immunsystem und sind Gegenstand intensiver Forschungsvorhaben. 
Die PRR verfügen über ein vorgegebenes Repertoire an konservierten Strukturen, die potentiell 
pathogene Liganden erkennen. Identifiziert ein Rezeptor einen Ligand als fremd, kann eine 
spezifische Immunantwort initiiert werden (Takeda et al., 2003). Bei den Liganden handelt es 
sich um hoch konservierte Molekularstrukturen, die man als „pathogen associated molecular 
patterns“ (PAMP) bezeichnet. Diese PAMP befinden sich nur auf Mikroben, nicht aber auf 
körpereigenen gesunden Zellen (Basset et al., 2003; Medzhitov et al., 2001). In die Gruppe der 
PAMP fallen zum Beispiel bakterielle Zellwandbestandteile wie Lipopolysaccharid (LPS) bei 
gramnegativen Erregern, Peptidoglykan (PGN) bei grampositiven Erregern, Lipoteichonsäure, 
bakterielle Lipoproteine (Akira et al., 2006; Ozinsky et al., 2000; Schwandner et al., 1999), 
Flagellin (Hayashi et al., 2001) und virale oder bakterielle DNA und RNA (Tokunaga et al., 1984). 
An PRR bindet auch die Gruppe der DAMP („damage-associated molecular patterns“), die durch 
den Untergang von körpereigenem Gewebe freigesetzt werden und ebenfalls eine 
Abwehrreaktion induzieren (Bianchi und Manfredi, 2007; Vabulas et al., 2002). 
 
 
1.3.2 Toll-like Rezeptoren 
Unter den PRR sind die Toll-like Rezeptoren (TLR) die am besten erforschte Gruppe, und diese 
nimmt eine entscheidende Rolle in der Entzündungsreaktion ein. 
1984 entdeckte Christine Nüsslein-Vollhard in der Fruchtfliege Drosophila melanogaster das Toll 
Protein, das bei der dorsoventralen Entwicklung im Fliegenembryo mitwirkt (Belvin und 
Anderson, 1996). 
Später erkannte man die Bedeutung des Toll Proteins auch für die Immunkompetenz der 
Fruchtfliege (Lemaitre et al., 1996). Für die Entdeckung des Toll Proteins wurde Nüsslein-
Vollhard 1995 mit dem Nobelpreis für Medizin ausgezeichnet. Aufgrund der Sequenzhomologien 
zum Toll Protein wurde eine später entdeckte Gruppe von Erkennungsrezeptoren bei 
Vertebraten, deshalb als Toll-like Rezeptoren bezeichnet (Medzhitov und Janeway, 1998). 
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Mit der Entdeckung der TLR konnte man erhebliche Fortschritte im Verständnis der 
pathophysiologischen Mechanismen bei Entzündungen und der Sepsis erzielen (Faure et al., 
2001; Takeuchi et al., 1999). Im Zuge der intensiven Forschungsbewegung auf dem Gebiet der 
angeborenen Immunität zählt man gegenwärtig 10 humane TLR und 13 Typen der TLR bei 
Säugetieren (Kumar et al., 2006). Die TLR sind in Tabelle 5 mit den Liganden und den Funktionen 
aufgelistet. 
 
 
1.3.3 Aufbau der TLR 
TLR sind Typ I Transmembran-Glykoproteine. Ihr Aufbau ist zum einen gekennzeichnet von einer 
extrazellulären, N-terminalen, Leucin-reichen Domäne (leucin rich repeats, LRR), die für die 
Erkennung der PAMP verantwortlich ist (Bell et al., 2003). Als zweites Merkmal besitzen TLR eine 
zytoplasmatische C-terminale Toll/Interleukin-1 Rezeptor Domäne (TIR), deren Bezeichnung auf 
die Homologie zum IL-1-Rezeptor zurückgeht, der ebenfalls eine Entzündungsreaktion unterhält. 
Über die TIR-Domäne wird die Signaltransduktion initiiert (Dunne und O'Neill, 2003; Rock et al., 
1998). 
TLR werden sowohl transmembranär auf der Zelloberfläche, als auch intrazellulär in 
endosomalen Kompartimenten exprimiert. Die Pathogenerkennung erfolgt somit an der 
Zelloberfläche oder im Fall von TLR3, TLR7, TLR8 und TLR9 intrazelluär an Endosomen (Heil et al., 
2004; Latz et al., 2004; Palm und Medzhitov, 2009). 
Für die über bakterielle DNA induzierte Immunantwort scheint TLR9 die wichtigste Rolle 
einzunehmen (Hemmi et al., 2000). Man findet TLR9 vor allem in plasmazytoiden dendritischen 
Zellen (pDC) und in B-Lymphoyzten (Hornung et al., 2002). Parenchymzellen des Herzen, der Milz 
und der Nieren tragen ebenfalls TLR9 (Boyd et al., 2006; Eleftheriadis und Lawson, 2009; 
Tsujimoto et al., 2006). So spielt TLR9 auch bei der septischen Kardiomyopathie eine wichtige 
Rolle (Knuefermann et al., 2008). Ebenso werden im Lungengewebe TLR9 konstitutiv exprimiert 
(Ehrentraut et al., 2011; Nadigel et al., 2011; Yu und Chen, 2008). Aufgrund von der 
TLR9-abhängigen Aktivierung Typ- I-Interferon produzierender pDC (Yamamoto et al., 1992), 
geht man ebenfalls von einer antiviralen Reaktionsfähigkeit der TLR9 aus (Lund et al., 2003). 
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1.3.4 TLR9 Signalweg 
Mit Ausnahme von TLR3 verläuft die Signaltransduktion aller TLR über die Aktivierung des 
Transkriptionsfaktors NFκB. NFκB wiederum reguliert die Transkription inflammatorisch 
wirksamer Proteine, wie z.B. proinflammatorische Zytokine (Brown und Jones, 2004). 
 
 
 
 
 
Abb. 1: TLR9 Signalweg (nach Fonseca und Kline, 2009). Über Endozytose wird das CpG-ODN 
intrazellulär eingebracht und führt zur Aktivierung der TLR9 am endoplasmatischen Retikulums. 
Über das Adapterprotein MyD88, die Proteinkinasen (IRAK) und TNF-Rezeptor-assoziierte 
Faktoren (TRAF) kommt es schließlich im Zellkern zu einer NFκB-abhängig gesteigerten 
Transkription der proinflammatorischen Zytokine (TNF-α, IL-1β und IL-6). Der TLR9 Signalweg 
wird detailiert im Text erläutert (siehe Kapitel 1.3.4). 
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Im Folgenden wird der Signalweg bei Aktivierung von TLR9 geschildert (siehe Abbildung 1). Nach 
heutigem Wissensstand wird ein endozytotischer Aufnahmeprozess der PAMP ins Zellinnere an-
genommen. Hiernach wird der ruhende TLR9 rekrutiert. Dieser befindet sich zunächst im endop-
lasmatischen Retikulum, wird über den Golgi Apparat und dann mit Hilfe eines Transmembran-
proteins UNC93b1 (Brinkmann et al., 2007) in die endosomalen Kompartimente transportiert 
(Hacker et al., 1998). 
Hier kommt es zur sog. endosomalen Reifung von TLR9 im sauren pH-Milieu. Die auch als 
Azidifikation bezeichnete Reifung ist notwendig für die Bindung der Liganden an TLR9 und somit 
Voraussetzung für die Aktivierung des Rezeptors (Latz et al., 2004). Die Ektodomäne von TLR9 
(TLR9ecto) wird über pH-sensitive Proteasen, der Cathepsin- und Asparaginendopeptidase, 
enzymatisch verändert (Ewald et al., 2011). Die durch diese Enzyme zugeschnittene Ektodomäne 
ermöglicht anscheinend die Bindung und Interaktion der Liganden mit TLR9 und ist 
Voraussetzung für die weiteren Schritte der Signalkaskade (Ahmad-Nejad et al., 2002; Rutz et al., 
2004). 
Im Anschluss kommt es zur Konformationsänderung und Homodimerisierung der 
zytoplasmatischen TIR-Domänen von TLR9 (Kawai und Akira, 2006; Medzhitov et al., 1998; 
Ozinsky et al., 2000). Die TIR-Domäne rekrutiert das Adapterprotein „myeolid differentiation 
marker 88“ (MyD88) und assoziiert mit diesem. MyD88 ist das erste signaltransduzierende 
Molekül im Signalweg und nimmt eine Schlüsselfunktion ein (Medzhitov und Janeway, 2000). So 
ergab sich bei MyD88-defizienten Mäusen eine schwache immunologische Reaktion auf LPS 
Applikation und eine hohe Infektanfälligkeit für Staphylococcus aureus (Takeuchi et al., 2000) 
und Listerien (Edelson und Unanue, 2002). 
Als Komplex mit der TIR-Domäne aktiviert MyD88 die Serin-Threonin-Proteinkinase IRAK1 
(IL-1-receptor-associated-kinase)(Wesche et al., 1997). IRAK1 aktiviert wiederum TRAF6 
(TNF-receptor-associated-factor 6). Dieser Komplex phosphoryliert die „TGF β activated kinase-
1“ (TAK-1). Die nun aktivierte TAK-1 phosphoryliert die IκB-Kinasen, die im unphosphorylierten 
Zustand den Transkriptionsfaktor NFκB gebunden und inaktiv im Zytosol halten (Kawai und Akira, 
2006). Nach proteolytischer Freisetzung durch die Ubiquitin Konjugations Enzyme kann NFκB in 
den Zellkern dislozieren und als Transkriptionsfaktor proinflammatorische Proteine 
hochregulieren (Chen, 2005). 
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TLR9 zeichnet sich, wie TLR7 und TLR8, als PRR für bakterielle und virale DNA durch einen 
zusätzlichen Zweig der Signalkaskade aus. So wird über MyD88-abhängige Aktivierung von 
TRAF6 und TRAF3 der Interferon Regulation Faktor 7 (interferon regulatory factor 7, IRF7) 
aktiviert. IRF7 ist ein Transkriptionsfaktor für Interferon-α Typ I, das eine antivirale Reaktion 
vermittelt. Für die Induktion von Interferon-α Typ I scheint das Adapterprotein AP3 
entscheidend zu sein (Honda und Taniguchi, 2006; Sasai et al., 2010). 
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Name Lokalisation Ligand Funktion 
TLR 1 Zelloberfläche Lipoproteine (als Co-Rezeptor 
von TLR 2) 
assoziiert und 
reguliert TLR 2 
TLR 2 Zelloberfläche bakterielle Bestandteile, wie 
Lipoproteine, Peptidoglykane 
inflammatorische 
Antwort u.a. über 
NFκB 
TLR 3 Endosomen 
 
dsRNA antivirale Antwort 
über IRF abhängige 
Interferon I Bildung 
TLR 4 Zelloberfläche LPS breite Immunreaktion 
TLR 5 Zelloberfläche Flagellin  
TLR 6 Zelloberfläche siehe TLR 2 Co-Rezeptor für TLR 2 
TLR 7 Endosomen virale ssRNA(Influenza Virus) speziell intrazelluläre 
Infektionsantwort 
TLR 8 Endosomen virale ssRNA speziell intrazelluläre 
Infektionsantwort 
TLR9 Endosomen 
 
virale und bakterielle dsDNA ; 
CpG; Hemozin 
Initiierung einer 
antimikrobiellen 
Reaktion mit 
Zytokinausschüttung 
TLR 10 unbekannt unbekannt unbekannt 
TLR 11 unbekannt Profilin auf Escherichia coli unbekannt 
TLR 12 unbekannt unbekannt unbekannt 
Tab. 5: Übersicht über Toll-like Rezeptoren, ihre Liganden und Funktion (nach Takeda und Akira, 
2005)
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1.3.5 CPG-DNA und TLR9 
Neben den oben genannten natürlich vorkommenden PAMP, kann man immunstimulierende 
Effekte auch mit synthetisch hergestellten Cytosin-Phosphatidyl-Guanin- 
Oligodesoxynukleotiden (CpG-ODN) induzieren (Klinman et al., 1996; Krieg et al., 1995). 
Im Gegensatz zu humaner DNA enthält bakterielle DNA deutlich mehr CpG-Motive, bestehend 
aus unmethylierten Dinukleotiden CpG. Diese werden von zwei 5‘ Purinresten und zwei 
3‘ Pyridinresten eingefasst. Die Paarung von Cytosin und Guanin wirkt besonders 
immunstimulatorisch, da sie in eukaryonten Zellen deutlich seltener vorkommt und somit 
faktisch als fremd erkannt wird (Yamamoto et al., 1992). In prokaryonter DNA befindet sich die 
20fache Anzahl von kurzen CpG-Sequenzen im Vergleich zu eukaryonter DNA (Schwartz et al., 
1997). Im Säugergenom kommen CpG-Dinukleotide nur ein Viertel so häufig vor, wie man bei 
zufällig angeordneter Basenabfolge erwarten würde (Bird, 1986). Diese Unterschiede in der DNA 
erklären, weshalb das Immunsystem von Säugetieren CpG-reiche Motive als fremd bzw. 
bakteriell erkennt und entsprechend bekämpft. 
Das menschliche Abwehrsystem bzw. TLR9 erkennt synthetische CpG-ODN als pathogene 
Erregerstrukturen (Krieg et al. 1995). Daher können synthetische CpG-ODN mit ihren 
ausgeprägten immunstimulatorischen Effekten genutzt werden, um modellhaft systemische 
Entzündungen und einen sepsisähnlichen Zustand zu induzieren. Im Organismus führen 
CpG-ODN innerhalb von Minuten zu einer Induktion von mRNA und innerhalb von Stunden zu 
einer kurzfristigen Steigerung von Produktion und Sekretion proinflammatorischer Zytokine 
(Klinman et al., 1996; Krieg et al., 1995; Sparwasser et al., 1998). Dabei können die ODN 
intraperitoneal, intravenös, per inhalationem oder per os verabreicht werden. 
Da Nukleasen die ODN schnell abbauen, verwendet man modifizierte CpG-ODN (Krieg, 2002; 
Krieg et al., 1995; Vollmer, 2005) mit einem Rückgrat aus Phosphorthioatbrücken anstelle der 
natürlich vorkommenden Phosphodiesterbrücken. Mit diesem eingebauten 
Phosphorothioatrückgrat im Molekül des ODN wird der Abbau durch Nukleasen deutlich 
verringert und die CpG-ODN bleiben länger und nach Einsatz einer geringeren Dosis 
immunmodulatorisch wirksam (Marshak-Rothstein et al., 2004; Mutwiri et al., 2004; 
Sands et al., 1995). 
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Inzwischen teilt man die unterschiedlichen ODN in Gruppen ein. CpG-ODN der Klasse A (auch 
unter Klasse D aufgeführt) zeichnen sich durch ihr palindromisches Zentrum aus, das ein oder 
mehrere CpG Motive enthält und über Phosphosdiester verbunden ist. Außerdem besitzen die 
ODN ein poly-G Motiv, das sich zu einer sog. G-Tetrade zusammenlagern kann (Hartmann et al., 
2003). Die Sekretion von Interferon-α aus pDC wird stark, die B-Zell Proliferation jedoch nur 
schwach durch CpG-ODN der Klasse A induziert. 
Die Klasse B der CpG-ODN (auch Klasse K) zeichnen sich durch ihren linearen Aufbau und ihr 
durchgehendes Phosphorthioatrückgrat aus. Sie induzieren, im Gegensatz zu den CpG-ODN 
Klasse A, nur schwach die Interferon-α Produktion aus den pDC, aber bewirken eine starke B-Zell 
Proliferation und damit eine Produktion proinflammatorischer Zytokine (Krieg, 2002). 
Die Klasse C der CpG-ODN wurde erst später entwickelt und vereint beide Funktionen der 
Klassen A und B. CpG-ODN der Klasse C beeinflusst sowohl pDC mit der verbundenen IFN-α 
Sekretion, als auch die Aktivierung von B-Zellen. Darüber hinaus werden indirekt natürliche 
Killerzellen (NK) rekrutiert (Vollmer et al., 2004a). 
Im Zuge der Erforschung von verschiedenen ODN am TLR9 wurden auch inhibierend wirkende 
ODN, sog. INH ODN, entwickelt (Dong et al., 2004; Shirota et al., 2005; Zeuner et al., 2002). 
Mittlerweile sind einige Muster bzw. Basenabfolgen in den ODN bekannt, die eine inhibierende 
Wirkung bedingen. Die Abfolge der Base Guanin in Form eines Tripletts (GGG), vor allem wenn 
am 5´Ende gelegen, und das Motiv CC(T) führen in vitro zur Inhibition einer durch 
stimulatorische ODN (ST-ODN) induzierten TLR9 Reaktion (Lenert et al., 2006). 
Eine weitere Eigenschaft, über die ein INH-ODN für TLR9 verfügen sollte, ist, dass der Abstand 
zwischen dem CC(T) Motiv und dem nächsten GGG Triplet in 3´-Richtung optimalerweise 3 bis 5 
Nukleotide lang ist. Am 3´Ende ist die Länge für die inhibierende Potenz des ODN entscheidend 
(Lenert, 2010). Des Weiteren gibt es drei wichtige Areale in der ODN Sequenz, die 
ausschlaggebend für inhibitorische Eigenschaften sind. An diesen drei Stellen, die auch als 
„kritische Gebiete“ genannt werden, führt ein Basenaustausch zu einer deutlichen Reduktion 
der B-Zellaktivität (Ashman et al., 2005; Stunz et al., 2002). Diese Positionen der Bindungsstelle 
für CpG-ODN werden in vielen Bereichen der Medizin intensiv erforscht. So erhofft man sich 
durch die Anwendung von ODN verschiedene Infektionskrankheiten und 
Entzündungsreaktionen, wie die Sepsis, in Zukunft besser behandeln zu können (Krieg, 2007). 
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Ebenso sucht man nach Therapieoptionen bei neoplastischen Erkrankungen (Li et al., 2007), bei 
allergisch bedingten Krankheiten (Broide, 2009) und bei Autoimmunreaktionen (Barrat und 
Coffman, 2008) mit Hilfe von immunmodulierenden ODN. 
ST-ODN erwiesen sich bereits als Adjuvanz zur Anregung des Immunsystems bei Vakzinen als 
erfolgreich, so zum Beispiel zur erfolgreichen Hepatitis B Impfung bei Hyporespondern (Davis et 
al., 2000; Klinman et al., 2004). In der Krebstherapie werden verschiedene ODN bereits in der 
Phase der klinischen Forschung eingesetzt (Holtick et al., 2011). 
Gerade nach der ernüchternden Evaluierung der Studienergebnisse bezüglich rekombinant 
aktivierten Proteins C, des bis dato vermeintlich einzigen in der Sepsis überlebensverbessernden 
Pharmakons, ist es von großem Interesse, alternative Substanzen zu testen. 
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1.4 Zytokine in der Sepsis 
Zytokine sind kleine Proteine, die normalerweise als Reaktion auf einen Stimulus freigesetzt 
werden.  
Für den Verlauf von Entzündungsreaktion wie SIRS und Sepsis spielen besonders die Zytokine 
TNF-α, IL-1β, IL-6 eine wichtige Rolle. Sie gelten als Mediatoren der natürlichen Immunabwehr. 
Durch Bindung an spezifische Rezeptoren lösen sie spezielle Reaktionen aus (Dinarello, 1991). 
Ihre Wirkspektren überschneiden sich häufig, so dass Zytokine synergistisch bzw. redundant 
agieren können. Einzeln betrachtet weist jedes der Zytokine jedoch pleiotrope Aktivitäten auf. 
Dies bedeutet, dass es auf unterschiedliche Zelltypen wirkt und verschiedene Zellfunktionen 
beeinflusst. Die Wirkung der Zytokine kann außerdem autokrin erfolgen (Dinarello, 2000). 
Gerade zu Beginn einer Abwehrreaktion führen diese klassischen Mediatoren zu Fieber, 
Vasodilatation, einem kapillären Leck sowie einer Aktivierung der Gerinnung und Synthese von 
Akutphaseproteinen (Matsuda und Hattori, 2006; Oberholzer et al., 2001). 
 
 
1.4.1 Tumornekrosefaktor-α, IL-1β und IL-6 
TNF-α und IL-1β sind potente proinflammatorische Zytokine, die eine zentrale Rolle in der 
Entwicklung eines septischen Schocks und im ARDS spielen (Armstrong et al., 2000; Matsuda 
und Hattori, 2006). 
Sie interagieren mit allen somatischen Zellen bis auf ruhende Lymphozyten und Erythrozyten 
und werden vorwiegend in Makrophagen gebildet. TNF-α kann sowohl eine Apoptose, also den 
kontrolliert eingeleiteten Zelluntergang, als auch die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NFκB 
über die Rezeptoren aus der TNF Familie (TNFL) vermitteln. Neutrophile Granulozyten werden 
durch TNF-α und IL-1β zur gesteigerten Phagozytose und Produktion bakterizider Substanzen, 
wie Sauerstoffradikalen, aktiviert. Die Freisetzung dieser reaktiven Substanzen kann zu einem 
Endotoxinschock führen (Dofferhoff et al., 1992). Eine entscheidende Wirkung haben TNF-α und 
IL-1β auf das Gefäßendothel, indem sie die prokoagulatorische Aktivität und die Permeabilität 
der Gefäßwände erhöhen. Hierdurch entwickeln sich Permeabilitätsstörungen (Patel et al., 
2011). Die transendotheliale Migration der Granulozyten zum Infektionslokus wird durch 
vermehrte Expression von Adhäsionsmolekülen, wie ICAM-1 und Selektinen, an Endothelzellen 
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und Granulozyten zusätzlich erleichtert (Patel et al., 2011). Sowohl in vivo tierexperimentell, als 
auch in vitro, führte TNF-α zu sepsisähnlichen Organdysfunktionen und zeigte zusätzlich 
kardiodepressive Wirkungen (Kumar et al., 1996; Leeper-Woodford et al., 1991). Der Anstieg von 
NO über die induzierbare Stickstoffmonoxidsynthase (iNOS) führt zu einer Inhibierung der 
β-adrenergen Stimulation und zum anderen hemmt NO cGMP-abhänigig den Einstrom von 
Calcium in die Zelle. Beide Vorgänge münden in einer verminderten Inotropie am Myokard 
(Gealekman et al., 2002; Hare und Colucci, 1995; Parrillo, 1993). 
Die wesentliche Aufgabe von IL-6 liegt in der Regulation der Synthese von Akutphaseproteinen 
in der Leber. Außerdem rekrutiert IL-6 den Tissue factor, der für die Initiierung der 
Gerinnungskaskade notwendig ist und somit prokoagulatorisch wirkt (Neumann et al., 1997). 
Wie IL-1β und IL-6 wirkt auch TNF-α pyrogen auf den Hypothalamus im ZNS, wodurch es 
zentralreguliert zur Körpertemperaturerhöhung kommt (Meduri et al., 1995a). Hohe Blutspiegel 
von IL-6 korrelieren beim septischen Schock, wie bereits oben erwähnt, mit einer schlechteren 
Prognose der Patienten (Meduri et al., 1995b). IL-6 wirkt allerdings auch antiinflammatorisch, 
was nochmals die pleiotrope Wirkung der Zytokine unterstreicht (Xing et al., 1998). 
 
 
1.5 Arbeitshypothese 
Aus Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe ist bekannt, dass im in vitro Modell einer 
polymikrobiellen Sepsis durch pharmakologische Blockade von TLR9 mit H154-Thioat, 
IRS954-Thioat und Chloroquin die proinflammatorische Zytokinproduktion von TNF-α, IL-1β und 
IL-6 an isolierten Makrophagen antagonisiert werden kann (Boehm et al., 2013). 
Weiterhin ist bekannt, dass die systemische Gabe von CpG-ODN 1668-Thioat eine 
TLR9-spezifische pulmonale Inflammation bzw. ein „remote injury“ in der Lunge in vivo in 
Mäusen initiiert, die maßgeblich von den NFκB-induzierten proinflammatorischen Zytokinen 
getragen wird (eigene bisher unveröffentlichte Daten der Arbeitsgruppe). 
Ziel der vorliegenden Arbeit war es, in einem murinen in vivo Sepsismodell die 1668-Thioat-
induzierte und somit TLR9-abhängige pulmonale Inflammationsreaktion mit Hilfe der 
INH-ODN H154-Thioat und IRS954-Thioat sowie des unspezifischen TLR9 Antagonisten 
Chloroquin zu beeinflussen. 
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Hierzu wurde im Einzelnen untersucht, 
1) ob ein „remote injury“ der Lunge durch systemische Gabe des TLR9 Agonisten 
1668-Thioat induzierbar ist und 
2) ob durch die zusätzliche Gabe von TLR9-spezifischen INH-ODN (H154-Thioat, 
IRS954-Thioat) und des unspezifischen TLR9 Antagonisten Chloroquin die pulmonale 
Inflammation modulierbar ist. 
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2. Material und Methoden 
 
2.1 Versuchstiere 
Bei den Versuchstieren in der vorliegenden Studie handelte es sich um 12-14 Wochen alte 
männliche C57BL/6N Mäuse (bezogen von Charles River, Sulzfeld, Deutschland) mit einem 
Gewicht von 25-30 Gramm. Außerdem wurden TLR9-defiziente (TLR9-D) Mäuse gleichen Alters 
verwendet, die freundlicherweise von Professor Shizuo Akira (Department of Host Defense, 
Research Institute for Microbial Diseases, Osaka University, Japan) zur Verfügung gestellt 
wurden. Durch homologe Rekombination an embryonalen Stammzellen von C57BL/6 Mäusen 
wurden diese TLR9-defizienten Mäuse hergestellt (Hemmi et al., 2000) und hatten somit den 
gleichen genetischen Hintergrund wie die Wildtypen. Anhand der DNA, die man aus den 
Schwanzvenen der Mäuse gewonnen hat, wurde jeweils die Homozygotie für TLR9 Defizienz 
überprüft. Der Nachweis der Homozygotie erfolgte mittels spezifischer PCR Primer: So ist der 
Primer „wild-type“ mit der Sequenz 5’- GAA GGT TCT GGG CTC AAT GGT CAT GTG-3’ spezifisch 
für das unveränderte Gen für TLR9, wohingegen der Primer „neo1500“ mit der Sequenz 
5’-ATC GCC TTC TAT CGC CTT CTT GAC GAG-3’ spezifisch für das TLR9 Gen ist. 
Die Tiere wurden in transparenten Polykarbonkäfigen, in separaten Tierställen des Hauses für 
Experimentelle Therapie (HET) des Universitätsklinikums Bonn, untergebracht. Die Tierhaltung 
erfolgte unter pathogenfreien Bedingungen hinter Infektionsbarrieren. In den vollklimatisierten 
Räumen betrug die Luftfeuchtigkeit 50 %, die Temperatur (20-22° Celsius) und die Beleuchtung 
waren auf einen zwölfstündigen Tag-Nachtrhythmus abgestimmt. Altromin-Tiereinstreu-
Granulat wurde zur Käfigausstattung verwendet und sowohl Wasser als auch Futter waren frei 
verfügbar. 
Alle Versuche entsprachen den Vorgaben des Deutschen Tierschutzgesetzes und der Leitlinien 
für Tierversuche des „National Institutes of Health“ (NIH). Der Tierversuchsantrag wurde durch 
das Landesamt für Natur, Umwelt und Verbraucherschutz (LANUV) genehmigt (Aktenzeichen 
8.87-51.04.20.09.392). 
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2.2 Versuchsgruppeneinteilung 
Abhängig vom verwendeten Oligonukleotid und der Dauer bis zur Organprobengewinnung 
wurden 14 Gruppen gebildet (7 Gruppen für jeweils 2 Messzeitpunkte). Die Fallzahl lag pro 
Gruppe bei 8 (n=8) und es wurden insgesamt 144 Tiere randomisiert für die Versuche 
verwendet. Davon waren 128 männliche Wildtypmäuse sowie sechs männliche und zehn 
weibliche TLR9-defiziente Mäuse. 
Initial waren weitere molekularbiologische Messungen der Inflammationsreaktion im 
pulmonalen Gewebe zu einem späteren Zeitpunkt, nach der Injektion von stimulierenden 
CpG-ODN, vorgesehen. Orientiert an vergleichbaren Sepsismodellen unserer Arbeitsgruppe 
sollte die zweite Messung der proinflammatorischen Zytokine 18 h post stimulationem erfolgen. 
Im Rahmen der entsprechenden Versuchsreihen wurde allerdings bereits einige Stunden post 
stimulationem ein verschlechterter Allgemeinzustand der Tiere beobachtet, so dass man bei der 
veranschlagten Konzentration des stimulierenden CpG-ODN 1668-Thioat den 
Untersuchungsfokus unseres Versuches auf die Frühphase der Sepsis bzw. auf den Zeitpunkt 6 h 
post stimulationem ausrichtete. 
Die Wildtypmäuse wurden mit D-Galaktosamin (D-GalN) intraperitoneal (i.p.) vorbehandelt und 
nach 30 min mit dem CpG-ODN 1668-Thioat i.p. stimuliert. Daraufhin wurde, je nach Gruppe, 
PBS, H154-Thioat, IRS954-Thioat oder Chloroquin intravenös in die Schwanzvene der Tiere 
appliziert. Alle verwendeten ODN waren mit einem Phosphorthioatrückgrat modifiziert 
(PS-ODN), wodurch die Wirkungsstärke und Wirkungsdauer der ODN im Vergleich zur normalen 
Phosphodiestern (PD-ODN) erhöht ist. Im Folgenden werden diese ODN ohne den Zusatz PS 
aufgeführt (siehe Tabelle 6). 
 
Gruppe A D-GalN + ODN 1668 + PBS 
Gruppe B D-GalN + ODN 1668 + ODN H154 
Gruppe C D-GalN + ODN 1668 + ODN IRS954 
Gruppe D D-GalN + ODN 1668 + Chloroquin 
Kontrollgruppe D-GalN + PBS 
Tab. 6: Versuchsgruppeneinteilung 
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2.3 Stimulation der Mäuse und i.v. Behandlung mit ODN 
Im folgenden Abschnitt wird der Ablauf des in vivo Stimulationsversuches mit nachfolgender 
ODN Behandlung erläutert (Abbildung 2): 
 
Abb. 2: Versuchsaufbau 
 
 
Zunächst wurde den Mäusen 25 mg (entsprechend 1 mg/g Körpergewicht) D-GalN (Roth, 
Karlsruhe, Deutschland) gelöst in aqua ad injectabilia in einem Volumen von 250 µl 
intraperitoneal (i.p.) injiziert. 
D-GalN verlängert die Wirkung der nachfolgend injizierten ODN, indem es die Leberpassage 
(„First-Pass Effekt“) und somit auch den Abbau der injizierten ODN verzögert. Hierdurch können 
die ODN ihre Wirkung länger und effizienter entfalten. Durch diese Sensitivierung der Mäuse 
kann man durch eine verhältnismäßig geringe Dosis des stimulierend wirkenden ODN 
1668-Thioat eine schwere Sepsis mit konsekutiver Multiorgandysfuntionen auslösen. D-GalN 
allein induziert hierbei keine inflammatorischen Antwort. 
Diese Injektion von CpG-ODN 1668-Thioat (TibMolBiol, Berlin, Deutschland) wurde allen 
Mäusen, außer den „Phosphate-buffered saline“(PBS) -Gruppen (Gruppe 1 und 8), 30 min nach 
D-GalN i.p. injiziert. Die Gruppen 1 und 8 erhielten stattdessen lediglich PBS und dienten neben 
den TLR9-defizienten Gruppen 7 und 14 als Kontrollgruppen in der Studienreihe (siehe Tabelle 
8). Das synthetische 1668-Thioat ist ein Oligonukleotid mit einer Fragmentlänge von 20 
Basenpaaren und folgender Sequenz: 5’ – TCCATGACGTTCCTGATGCT – 3’ (Krieg et al., 1995). In 
Fettschrift ist die entscheidende Sequenz für die TLR9 Aktivierung hervorgehoben. Die Sequenz 
GACGT und allgemein das Desoxynukleotid CG beinhalten die stimulatorische Potenz von 
1668-Thioat (Lenert et al., 2009). Es enthält ein stabilisierendes Phosphorthioatrückgrat, das den 
Abbau durch Nukleasen nochmals verzögert. Diese modifizierten ODN werden wie bereits oben 
erwähnt in der Literatur als PS-ODN bezeichnet. In der vorliegenden Untersuchungsreihe 
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wurden alle ODN als Phosphorthioat-modifizierte ODN, PS-ODN, verwendet. Es wurde eine 
Konzentration von 50 nmol 1668-Thioat ad 400 µl PBS zur Stimulation gewählt. Diese Dosierung 
liegt im letalen Bereich und daher entspricht das Modell einer letalen schweren Sepsis bzw. 
einem septischen Schock (Cornelie et al., 2002). 
Weitere 30 min später wurde jeweils die inhibierende bzw. modulierende Substanz in eine 
Schwanzvene der Maus (i.v.) verabreicht. Die verwendeten ODN wurden zuerst als Lyophilistae 
auf eine Konzentration von 500 nmol/ml in Aqua ad injectabilia gelöst und verdünnt. 
Anschließend wurden die Oligodesoxynukleotide aliquotiert und jeweils mit 200 µl PBS 
angesetzt und standen in dieser Form zur i.v. Applikation bereit. 
Tabelle 7 listet folgende Substanzen aus der Gruppe ODN mit jeweiliger Sequenz auf. Bei allen 
ODN handelt es sich um mit Phosphorthioat modifizierte PS-ODN. 
 
 
ODN Sequenz (5‘-3‘) Eigenschaften  
1668-Thioat 5´-TCCATGACGTTCCTGATGCT-3´ stimulatorisch  
1612-Thioat 5´-GCTAGATGTTAGCGT-3´ neutral  
H154-Thioat 5´-CCTCAAGCTTGAGGGG-3´ inhibitorisch  
IRS954-Thioat 5´-TGCTCCTGGAGGGTTGT-3´ inhibitorisch  
Tab. 7: Liste der Phosphorthioat modifizierten ODN (PS-ODN) 
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Injektionsprotokoll nach Gruppen 
Tiere 
 
Gruppen Zeitpunkt (min) 
 2 Std. 
 
6 Std. 0 30 60 
Wild- 
Typ 
1 8 D-GalN PBS PBS 
2 9 D-GalN 1668-Thioat PBS 
3 10 D-GalN 1668-Thioat 1612-Thioat 
4 11 D-GalN 1668-Thioat H154-Thioat 
5 12 D-GalN 1668-Thioat IRS954-Thioat 
6 13 D-GalN 1668-Thioat Chloroquin 
TLR9-D 7 14 D-GalN 1668-Thioat PBS 
Organentnahmen jeweils zu den Zeitpunkten 150 min und 390 min 
Tab. 8: Gruppeneinteilung der Versuchstiere 
 
 
2.4 Organentnahme und Gewinnung der Gewebsproben 
Der nächste Schritt erfolgte je nach Versuchsreihe zwei oder sechs Stunden nach Stimulation mit 
1668-Thioat. Die Maus wurde in eine Narkosekammer gesetzt, in die kontinuierlich über ein 
Schlauchsystem Isofluran (Forene 2 Vol %, Abbott GmbH, Wiesbaden, Deutschland) und 
Sauerstoff mit einem Fluss von 2,5 l/min zugeführt wurden. Nach 30-45 Sekunden unter 
Narkoseeinwirkung wurde die Maus aus der Narkosekammer genommen und gewogen. 
Anschließend wurde die Maus auf den auf 37° C beheizten Operationsplatz auf den Rücken 
gelegt und an den oberen und unteren Extremitäten fixiert. Über einen Schlauch am Mund 
erhielten die spontan atmenden Mäuse weiterhin ein Isofluran/Sauerstoffgemisch zur 
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Aufrechterhaltung der Narkose. Anhand der verlangsamten Atembewegung des Thorax und 
eines Schmerzreiztests wurde die Narkosetiefe überprüft. Mit chirurgischer Pinzette und Schere 
wurde die Thoraxwand am knöchernen Sternalrand beginnend eröffnet. Die beiden 
Thoraxhälften wurden kranialwärts in Richtung Axilla verschoben, um einen Zugang zum Herzen 
und den Lungen zu erhalten. Nun wurde mit einer 18G-Kanüle (Braun, Melsungen, Deutschland) 
das schlagende Herz in situ punktiert und mit einer 2 ml Spritze Blut aus der linken Kammer 
aufgezogen. Das Blut wurde in einem sterilen Eppendorf Cup (Eppendorf, Hamburg, 
Deutschland) für 10 min bei 10.000 Umdrehungen pro Minute und 4° C zentrifugiert und 
schließlich der Serumüberstand in Flüssigstickstoff (Linde, Köln, Deutschland) zwischengelagert. 
Als Nächstes wurden das Herz und die Lunge nacheinander entnommen und das jeweilige Organ 
in eine mit 4° C kalten PBS Lösung (0,58 M Na2HPO4, 0,17 M NaH2PO4, 0,68 M NaCl, pH 7,3; 
Merck, Darmstadt, Deutschland) gefüllten Petrischale verbracht. Das verbliebene Blut aus dem 
jeweiligen Organgewebe wurde in der PBS-Lösung gründlich ausgewaschen. Hiernach wurde die 
Lunge in drei gleichgroße Teile geschnitten, wobei kein Organteil mehr als 30 mg wiegen durfte. 
Um die unmittelbar einsetzenden spezifischen sowie unspezifischen Abbauprozesse und folglich 
ein verändertes Genexpressionsmuster der Organproben zu vermeiden, wurde der erste Teil des 
Organs in RNAlater RNA Stabilization Reagent (RNAlater, Quiagen) überführt. Die zelluläre RNA 
wird durch die Wirkung der RNAlater Substanz auch bei Raumtemperatur stabilisiert.Die zwei 
anderen Lungenstücke wurden in Flüssigstickstoff schockgefroren, bevor sie für weitere 
Untersuchungen bei -80° C konserviert wurden und somit für eventuelle Nachuntersuchungen 
zur Verfügung standen. 
 
 
2.5 RNA-Extraktion 
Die RNA-Extraktion aus dem gewonnenen Organmaterial wurde mit dem RNeasy Kit der Firma 
Quiagen (Hilden, Deutschland) nach dem Protokoll des Herstellers bzw. wie in anderen Arbeiten 
beschrieben verwendet (Chomczynski und Sacchi, 1987). Alle Materialien wurden, wenn nicht 
anders angegeben, aus dem Kit verwendet. 
Das Grundprinzip der RNeasy Methode besteht in der initialen Inaktivierung von RNasen und 
DNasen sowie in der anschließenden spezifischen Bindung der Gesamt-RNA an einer 
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Silicagelmembran in Spezialsäulen. Die gebundene Gesamt-RNA kann dann in mehreren 
Waschschritten von den zellulären Komponenten befreit werden. Abschließend wird die 
Gesamt-RNA von der Säule gelöst und gilt damit als isoliert. 
Um die Bindungskapazität der Säulenmembran von 100 µg nicht zu überschreiten, betrug das 
Gewicht der Organproben maximal 30 mg. Das Gewicht wurde über eine Feinwaage überprüft 
und bei Bedarf mit chirurgischer Schere verringert. 
Das Gewebematerial wurde nun in 600 µl Guanidinisothiocyanat (GITC)-haltigen RLT Puffer 
aufgeschlossen, den man zuvor mit β-Mercaptoethanol (Sigma-Aldrich, München, Deutschland) 
vermischt hatte. Guanidinisothiocyanatlösung ist ein chaotropes Salz, das effektiv Proteine und 
sogar RNasen denaturiert und inaktiviert. Mit Hilfe des Rotor-Stator-Homogenisators  
Ultra-Turrax (Polytron PT2100, Kineamtica Ag, Luzern, Schweiz) wurde das Material 
homogenisiert. Zwischen der Bearbeitung zweier Gewebsproben wurde der Ultra-Turrax 
zweimal für 15 Sekunden durch das Spülen mit Diethylpyrocarbonat (DEPC) gereinigtem Wasser 
und abschließender Spülung mit GITC von Gewebsresten und RNasen befreit. DEPC ist ein 
potenter Inaktivator von RNasen und allen Enzymen, da es kovalent an primäre und sekundäre 
Amine bindet und somit die Aktivität der Enzyme aufhebt. 
Als nächsten Schritt gab man 10 µl Proteinase K zum Lysat hinzu, um die Isolierung der Gesamt-
RNA sicher zu stellen, da die störenden Proteine in den Organproben mit Proteinase K verdaut 
werden. Der Proteinverdauschritt fand im Wasserbad (Eppendorf Thermomixer, Hamburg, 
Deutschland) bei 55° C Inkubationstemperatur über 10 min statt. 
Das entstandene Gewebelysat wurde bei 10.000 g für 3 min zentrifugiert (Eppendorf Centrifuge 
5415R, Hamburg, Deutschland). Anschließend wurde der Lysatüberstand vorsichtig mit einer 
Pipette umgefüllt und mit 96-100 %igem Ethanol in einem neuen Reaktionsgefäß vermischt, 
wodurch bessere Bindungsbedingungen geschaffen wurden. Als Nächstes platzierte man eine 
RNeasy Mini-Säule (Quiagen) in ein 2 ml Collection Tube und trug 700 µl des Gewebslysats auf 
die Säule auf, die eine RNA spezifisch bindende Silicagelmembran besaß. Das gefüllte Collection 
Tube wurde für 15 Sekunden bei 8.000 g zentrifugiert. Hierbei adsorbierte die Silicagelmembran 
die Gesamt-RNA und ließ die übrigen Substanzen durchfließen. Der Durchfluss wurde verworfen. 
Dieser Aufreinigungsschritt wurde dreimal wiederholt. 
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Um möglichst reine RNA ohne DNA-Rückstände zu erhalten, wurde ein zusätzlicher 
DNase-Verdauschritt eingeführt. Hierzu wurde die DNase direkt auf die RNA Säule gegeben und 
für 15 min bei Raumtemperatur zur Inkubation stehen gelassen. Nach erfolgtem DNA-Verdau 
wurden die DNase und eventuell noch vorhandene Kontaminationen durch Auswaschen mit 
RW1 Puffer, RPE Puffer und durch Zentrifugation entfernt bzw. als Durchfluss verworfen. 
Abschließend wurde die gebrauchsfertige RNA in 40 µl RNase-freiem Wasser eluiert und in 
einem neuen Collection Tube bei -80° C aufbewahrt. 
 
 
2.6 RNA-Konzentrationsbestimmung 
Zur Konzentrations-und Reinheitsbestimmung der gewonnen Gesamt-RNA bediente man sich 
einer spektrophotometrischen Analyse. Das Spektrophotometer Nano-Drop (ND 1000, 
Biotechnologie GmbH) wurde auf eine Wellenlänge von 260 nm (OD260) kalibriert und kann 
nach dem Prinzip des hängenden Tropfens (2 µl) die enthaltene RNA-Konzentration bestimmen, 
da bei 260 nm das Absorptionsmaximum der RNA liegt. Die Absorption des gemessenen Lichtes 
im Spektrophotometer ist abhängig von der gelösten Substanz, ihrer Konzentration und der 
Dicke der absorbierenden Schicht. Das Gerät rechnet die photometrisch bestimmte RNA 
Konzentration automatisch aus. Im Bereich von 280 nm absorbieren vor allem Proteine und 
andere Verbindungen, die den Reinheitsgrad der RNA Probe senken. Daher dient auch das 
Absorptionsverhältnis OD 260 zu OD 280 als wichtiger Indikator für die RNA-Reinheit der 
jeweiligen Probe. Dieser Wert sollte idealerweise zwischen 1,8 und 2,0 liegen. 
Vor der Messung der Proben wurde der Sensorknopf mit 2 µl DEPC gereinigtem Wasser benetzt 
und trocken abgewischt. Es wurde eine Wasserprobe als Eichkurve gemessen und für die 
nachfolgenden Messungen der Proben benutzt. Zwischen der Messung zweier Proben wurde der 
Sensorknopf mit jeweils 2 µl DEPC gereinigtem Wasser von eventuellen Restbeständen befreit. 
46 
 
2.7 cDNA-Transkription 
Im Hinblick darauf, dass man aus dem entnommenen Lungengewebe Genanalysemuster mit der 
quantitativen „Real Time Polymerase Chain Reaction“ (RT-qPCR) erhalten möchte, ist es 
notwendig die isolierte RNA zuerst noch in komplementäre DNA (cDNA) umzuschreiben. Zu 
dieser Reversen Transkription benötigt man eine RNA-abhängige DNA Polymerase. Diese 
schreibt, die RNA als Matrize benutzend, einen komplementären DNA-Strang. Der synthetisierte 
DNA-Strang lagert sich an den vorhandenen RNA-Strang, sodass ein RNA-DNA-Hybrid entsteht. 
Eine Exoribonuklease (RNase H) verdaut nun den RNA-Strang des Hybrids, so dass ein 
einsträngiger DNA-Strang übrig bleibt. 
Für die Durchführung der Reversen Transkription wurde das Omniscript-Reverse-Transkriptase-
Kit (Quiagen, Hilden, Deutschland) verwendet. Während dieses Versuches wurden die 
Arbeitsflächen, Geräte sowie Pipetten mit RNase AWAY gegen Kontamination behandelt. Um 
eine vorzeitige cDNA Synthese zu vermeiden, wurden alle Versuchsschritte auf Eis pipettiert. 
Nach Auftauen bei Raumtemperatur auf Eis von RNA-Proben sowie der Primer, der dNTP, des 
RNase Inhibitors und RNase-freien Wassers wurde nach folgendem Pipettierschema ein 
Mastermix zur cDNA-Transkription hergestellt (siehe Tabelle 9). 
 
 
Komponente Volumen 
10x reverse Transkriptase Puffer 5 µl 
25x dNTP 2 µl 
10x random Primer 10 µl 
MultiScribe reverse Transkriptase (50 U/µl) 2,5 µl 
RNase freies Wasser 10,5µl 10,5 µl 
insgesamt pro Probe 25 µl 
Tab. 9: Mastermix für Reverse Transkription pro RNA-Probe 
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Nach Zentrifugation und Vortexen wurden die mit dem Mastermix vermischten RNA Proben in 
den „Thermal Cycler“ (T-Gradient Thermoblock, Biometra, Göttingen, Deutschland) gestellt, in 
dem die Reverse Transkription in vorprogrammierten Schritten vollzogen wurde. 
Als erstes fand über 10 min bei 25° C eine Bindung der Primer an die RNA-Matrize statt. Im 
zweiten Schritt wurde innerhalb einer 120-minütigen Inkubation die RNA in cDNA mittels 
Reverse Transkriptase umgeschrieben. Dann erfolgte die Inaktivierung der Reversen 
Transkriptase durch sehr kurzes Erhitzen auf 85° C. Schließlich wurden die Proben auf 4° C 
heruntergekühlt und bis zur Weiterverarbeitung bei -20° C gelagert. Abhängig von der vorher 
photometrisch gemessenen RNA-Konzentration wurden die hergestellten cDNA-Proben in 
RNase-freiem Wasser auf ein Volumen von 500 µl gebracht. 
 
 
2.8 Real Time Reverse-Transkriptase quantitative PCR (RT-qPCR) 
Mit der PCR wurde ein Verfahren entwickelt, das die annähernd exponentielle Vervielfältigung 
einer definierten DNA-Sequenz ermöglicht. Diese Methode funktioniert mit Hilfe thermostabiler 
DNA-Polymerase, die Oligodesoxynukleotid-Primer benötigt. An dem 3'-Ende der sog. 
Oligodesoxynukleotid-Primer beginnt die Synthese des neuen Strangs. Da die Primer am 
Einzelstrang binden sollen, muss zu Beginn der PCR die doppelsträngig vorliegende DNA in zwei 
Einzelstränge überführt werden. Dies gelingt durch Erhitzen der DNA, die dadurch denaturiert 
und sich in zwei Einzelstränge löst. Da die Denaturierung bei 95° C geschieht, verwendet man 
eine hitzestabile DNA-Polymerase (Taq-Polymerase) für die PCR. Die Taq-Polymerase stammt aus 
dem thermostabilen Bakterium Thermophilus aquaticus und bleibt bei Temperaturen von 95° C 
noch stabil, wobei ihr Temperaturoptimum bei 72° C liegt (Tindall und Kunkel, 1988). Eine 
Zugabe des Enzyms nach jedem abgelaufenen Zyklus bleibt dadurch erspart. Die 
Oligodesoxynukleotid-Primer müssen zu einem Sequenzbereich auf dem jeweiligen Strang 
komplementär sein und damit die DNA-Region umrahmen. So kann eine Synthese an beiden 
Strängen gegenläufig beginnen und aufeinander zulaufen. 
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Die PCR ist eine in Zyklen verlaufende Methode. Jeder Zyklus beruht auf den folgenden drei 
Reaktionsschritten: 
• Denaturierung („melting“) 
• Primerhybridisierung („primer annealing“) 
• Elongation (Verlängerung oder Amplifikation) 
Kurzzeitig wird der Reaktionsansatz mit der zu amplifizierenden DNA-Matrize („Template“) zur 
Trennung der beiden DNA-Stränge auf 95° C erhitzt und denaturiert. Nun können sich die im 
Überschuss vorhandenen Primer an die Einzelstrang-DNA anlagern. Die Primer hybridisieren mit 
den komplementären Bereichen der Matrizen-DNA. Die Anlagerungstemperatur liegt etwa 5° C 
unter der eigentlichen Schmelztemperatur von 55-62° C. 
Beim letzten Schritt wird vom 3'-OH-Ende der Primer mit Hilfe der DNA-Polymerase und unter 
Verbrauch der vier Desoxynukleotidtriphosphate (dNTP = dATP, dCTP, dGTP, dTTP) der zur 
Matrize komplementäre Strang synthetisiert. Die Verlängerung an den Primern verläuft in 
5'-3'-Richtung und bei einem Temperaturoptimum von 72° C für die Polymerase. 
Je länger der zu amplifizierende DNA-Abschnitt ist, desto länger dauert auch der Zyklus. Die neu 
synthetisierten DNA-Stränge dienen ebenfalls als Matrize. Somit kommt es nach jedem Zyklus zu 
einer Verdopplung der DNA und insgesamt über den Verlauf zu einer annähernd exponentiellen 
Zunahme der ursprünglichen Sequenz. 
Die modernere Methode der RT-qPCR beruht auf der oben beschriebenen herkömmlichen 
PCR-Methode. Bei der RT-qPCR besteht die Möglichkeit neben der üblichen Vervielfältigung der 
Nukleinsäuren auch eine quantitative Aussage über die Probe zu machen (Higuchi et al., 1992). 
Dies geschieht während des PCR-Laufs, also in Echtzeit („real time“), mit Hilfe von 
durchgeführten Fluoreszenz-Messungen, deren Emissionen die Syntheseaktivität der PCR 
wiederspiegeln. Die neu synthetisierten PCR-Produkte stehen im proportionalen Verhältnis zur 
Zunahme der Fluoreszenz. Neben den auch in der herkömmlichen PCR verwendeten 
genspezifischen Primern bedient man sich bei der RT-qPCR zusätzlich sogenannter 
TaqMan-Sonden (Lee et al., 1993). Die Sonden sind zu einem Abschnitt der zu analysierenden 
cDNA komplementär und besitzen an ihrem 5' Ende einen Reporter-Fluoreszenzfarbstoff, wie 
z.B. FAM oder TAMRA und an ihrem 3'-Ende einen Quencher („Löscher“) Farbstoff. Solange die 
TaqMan-Sonde unverändert bleibt, wird die Emission des Reporter-Fluoreszenzfarbstoffs 
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unterdrückt, da die Energie strahlungsfrei zwischen den sehr dicht nebeneinander platzierten 
Reporter und Quencher überspringen kann. Das Prinzip nennt sich „Fluorescence resonance 
energy transfer“ (FRET) und besagt, dass der Donor-Farbstoff, in diesem Fall der Reporter-
Farbstoff der TaqMan-Sonde, seine Energie direkt auf den Akzeptor-Farbstoff übertragen kann, 
solange diese beiden sich in ausreichender Nähe zueinander befinden. Hierbei kommt es zu 
keiner Freisetzung des Fluoreszenzfarbstoffes und keinem detektierbaren Signal. Beim 
PCR-Durchlauf wird durch die zusätzliche 5‘-3‘-Exonukleaseaktivität der Taq-Polymerase die 
TaqMan-Sonde hydrolisiert, wodurch der Reporter und der Quencher-Fluoreszenzfarbstoff sich 
voneinander entfernen und lösen. An diesem Punkt wird die Fluoreszenz des Reporters nicht 
mehr vom Quencher gelöscht bzw. auf diesen übertragen und freigesetzt (siehe Abbildung 3). 
Mit jedem PCR-Zyklus und der Vervielfältigung der DNA-Sequenz steigt die abgegebene 
Fluoreszenz der TaqMan-Sonde, die man mit Hilfe des Abi Prism 7900 Sequence Detectors 
(Applied Biosystem, Darmstadt, Deutschland) während der RT-qPCR misst. 
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Abb. 3: Prinzip der TaqMan-Sonde bei der RT-qPCR (nach Schütt und Bröker, 2011) 
 
Als Maß für die Quantifizierung der Startmenge dient der Software-gesteuert berechnete 
Fluoreszenz-Schwellenwerte, auch „threshold Cycle“ oder CT-Wert genannt. Der CT-Wert ist jener 
PCR-Zyklus, bei dem die Reporterfluoreszenz die Hintergrundfluoreszenz deutlich übersteigt. In 
den PCR-Zyklen vor dem CT-Wert wird nämlich nur die Basis- oder Hintergrundfluoreszenz 
gemessen, da die Reporterfluoreszenz aufgrund der geringen Template-Konzentration im 
Reaktionsgefäß während der ersten Zyklen normalerweise nicht detektierbar ist. 
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Die Quantifizierung des CT-Wertes erfolgt am Anfang der exponentiellen Phase. In dieser Phase 
der PCR gibt es keine limitierenden Faktoren wie Primer- oder Nukleotidmangel, nachlassende 
Enzymaktivität oder Inhibitoren der Reaktion durch Generation störender Produkte. 
Die DNA-Menge wird nicht aus den absoluten Startmengen oder Konzentrationen bestimmt, 
sondern bezieht sich auf ein parallel im Lauf mitgeführten Standard mit bekannter 
Genexpression. Als ein solcher Standard gilt z.B. Glycerinaldehyd-3-phosphat-dehydrogenase 
(GAPDH), den man als Housekeeping-Gen bezeichnet. GAPDH wird in jeder Zelle exprimiert und 
nicht bedeutend transkriptionell reguliert, so dass man ein konstantes Expressionsniveau 
erwarten kann (Barber et al., 2005). In der vorliegenden Arbeit wurden von jeder Probe die 
DNA-Konzentration und die GAPDH Expression bestimmt. 
Das Verhältnis der Konzentrationen der Zielnukleinsäuren (DNA), in diesem Fall der Zytokine 
TNF-α, IL-1β und IL6 zum Housekeeping-Gen, ergibt die relative Quantifizierung der 
Zytokinexpression. 
Unter Verwendung des ABsolute™ QPCR SYBR® Green Rox Mix (ABgene) wurden die PCR zur 
Bestimmung der Zytokinexpression durchgeführt. 
 
2x TaqMan Universal Master Mix 5,61 µl 
Assays-on-Demand 0,56 µl 
Nuklease-freies Wasser 2,82 µl 
cDNA-Template (wurde in einem zweiten Schritt hinzugegeben) 2,22 µl 
Tab. 10: Mastermix für die RT-qPCR pro Probe 
 
Zu den 9 μl Mastermix fügte man 1 μl cDNA-Probe hinzu, um ein Endvolumen von 10 μl als 
Reaktionsansatz zu erhalten. Als zusätzliche Negativkontrolle wurden 9 μl H2O mit 1 μl der cDNA 
Probe vermischt (siehe Tabelle 10). Diese mitgelaufenen Proben dienten als 
Kontaminationskontrollen. Alle Proben, Standards und auch die Negativkontrollen wurden in 
3-fach Bestimmung auf die 384-Well-Platte (Thermo Fast®, ABgene) pipettiert. 
Nach dem Auftragen der Proben wurde die Platte mit Hilfe einer speziellen Folie versiegelt, um 
das Abdampfen der Flüssigkeiten und Kontaminationen zu vermeiden. Anschließend wurde die 
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Platte in einer Universalzentrifuge bei 2500 Upm zentrifugiert und für die PCR schließlich in das 
TaqMan-Gerät (7900HT Sequence Detection System, Applied Biosystems, Branchburg, NJ, USA) 
gestellt. In Tabelle 11 sind die PCR Prozesschritte aufgeführt. 
 
Schritt Temperatur Zeit/Zyklen 
Aktivierung 50°C 2 min 
 95°C 10 min 
Denaturierung 95°C 15 s 
Annealing/ Extension 60°C 1 min 
Tab. 11: PCR Prozessschritte 
 
Nach Ablauf der PCR erfolgte die Auswertung über das Software Programm Sequencing 
Detection System (SDS) 2.2 des TaqMan-Geräts. 
 
 
2.9 Statistische Auswertung 
Die Ergebnisse der Messung wurden mit dem Programm GraphPad Prism 5.0.3 (GraphPad 
Software®, San Diego, USA) statistisch ausgewertet und graphisch als Mittelwert 
± Standardfehler des Mittelwertes (MW ± SEM) dargestellt. Die statistische Analyse erfolgte 
mittels einer Varianzanalyse (One-Way-ANOVA) und anschließender Dunnett-post-hoc-Analyse. 
Werte von p <0,05 wurden als statistisch signifikant betrachtet und in der graphischen 
Darstellung entsprechend über der jeweiligen Säule markiert. 
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3. Ergebnisse 
 
3.1 Klinische Beobachtung 
Wildtyp (WT) Mäusen und TLR9-defizienten (TLR9-D) Mäusen wurde zu Beginn 
D-Galactosamin (D-GalN) 25 mg (1 mg/g KG) intraperitoneal (i.p.) verabreicht. Nach 30 min 
erfolgte die Stimulation der Mäuse durch i.p. Applikation von 50 nmol CpG-ODN 1668-Thioat 
(TibMolBiol, Berlin, Deutschland). Weitere 30 min später wurde den Mäusen ebenfalls 50 nmol 
der Testsubstanzen bzw. 0,25 mg Chloroquin i.v. gespritzt. Bei allen verwendeten ODN handelt es 
sich um Phosphorthioat modifizierte PS-ODN. 
Während des Versuchsablaufs und im Zeitraum bis zur Organentnahme, die 2 h oder 6 h nach 
Injektion der stimulierenden 1668-Thioats erfolgte, wurden alle Mäuse auf klinische 
Auffälligkeiten hin beobachtet. Mit Ausnahme der Kontrollgruppen (PBS, D-GalN und TLR9-D) 
entwickelten alle stimulierten Mäuse Zeichen einer Entzündungsreaktion. Die TLR9-defizienten 
Mäuse blieben sowohl 2 h, als auch 6 h während der Untersuchungsreihe klinisch unauffällig. 
Ebenso zeigten die Mäuse aus der PBS Gruppe zu keinem Zeitpunkt Anzeichen einer 
ablaufenden Entzündungsreaktion. 
Die restlichen Versuchsgruppen hingegen entwickelten verschiedene klinische Symptome, die 
von einer inflammatorischen Reaktion zeugten. Diese manifestierten sich bereits 1 h nach der 
Injektion von 1668-Thioat und wurden im zeitlichen Verlauf graduell deutlicher. Zunächst 
machte sich nach 2 h ein struppiges Fell bei den Mäusen bemerkbar. Die Augen wurden trüb und 
begannen zu tränen, zusätzlich trat Ausfluss aus der Nase ein. 3 bis 4 h nach der Stimulation 
wurde eine Erschöpfung der Tiere und eine reduzierte Nahrungs-und Flüssigkeitsaufnahme 
erkennbar. 
In der Gruppe der Mäuse, die mit H154-Thioat behandelt worden waren, kam es erst nach 2 bis 
3 h zu klinischen Zeichen einer systemischen Entzündung, die langsamer und milder verlief als in 
den anderen Gruppen (1668-Thioat, IRS954-Thioat, Chloroquin). 
54 
 
3.2 Pulmonale TNF-α-Expression  
 
3.2.1 Pulmonale TNF-α-Expression 2 h nach Stimulation 
Am Ende des kaskadenartigen TLR9 Signalweges kommt es zur Aktivierung des 
Transkriptionsfaktors NFκB. NFκB führt zur Hochregulation proinflammatorischer Zytokine, wie 
TNF-α, IL-1β, IL-6 und IL-12. Aus dem Lungengewebe von Wildtyp und TLR9-defizienten Mäusen 
wurde die mRNA-Expression der Zytokine TNF-α, IL-1β und IL-6 mittels RT-qPCR bestimmt und 
Mittelwerte ± SEM ermittelt. Anschließend wurden Varianzanalysen mittels one-way-ANOVA 
und zusätzlicher Dunnett-post-hoc-Analyse durchgeführt. In Abbildung 4 ist die 
mRNA-Expression von TNF-α für alle angelegten Gruppen aus der Zweistundenreihe dargestellt. 
Wie an den Säulendiagrammen zu erkennen ist, lag die mRNA-Expression für das Zytokin TNF-α 
in allen Gruppen über der TNF-α-Expression der Kontrollgruppen PBS und TLR9-D 
(Negativkontrolle). Der Höchstwert des relativen Quotienten (RQ Wert) der TNF-α-Expression 
wurde 2 h nach Stimulation in der 1668-Thioat Gruppe erreicht und lag bei 87,37 ± 8,53. 
Die Behandlung mit H154-Thioat senkte die mRNA-Expression für TNF-α im Vergleich zur 
alleinigen Stimulation in der Gruppe 1668-Thioat zum Zeitpunkt 2 h nach Stimulation signifikant 
(37,10 ± 3,94 vs. 87,37 ± 8,53; p < 0,01). 
In den Gruppen, die 1612-Thioat (75,79 ± 4,33 vs. 87,37 ± 8,53), IRS954-Thioat (82,36 ± 10,54 vs. 
87,37 ± 8,53) oder Chloroquin (68,83 ± 8,76 vs. 87,37 ± 8,53) appliziert bekamen, ergab sich zum 
Zeitpunkt 2 h post stimulationem keine signifikante Reduktion des proinflammatorischen 
Zytokins TNF-α im Vergleich zu der rein stimulierten Gruppe 1668-Thioat. 
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Abbildung 4: Relative mRNA-Expression von TNF-α im Lungengewebe der behandelten Mäuse 
2 h nach Stimulation mit 1668-Thioat und anschließender Antagonisierungsstrategie. Auf der 
X-Achse befinden sich die jeweiligen Kontroll- und Testgruppen aufgetragen. Die Y-Achse zeigt 
die relative Expression des proinflammatorischen Zytokins TNF-α an. Die Anzahl der 
Versuchstiere liegt bei n=8/Gruppe. Statistisch signifikante Werte sind wie folgt markiert: 
*: p < 0,05 vs. PBS Kontrolle; #: p < 0,05 vs. 1668-Thioat (n=8/Gruppe). 
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3.2.2 Pulmonale TNF-α-Expression 6 h nach Stimulation 
Die mRNA Expression für TNF-α 6 h nach Stimulation war in der 1668-Thioat Gruppe am 
höchsten (siehe Abbildung 5). Dies bedeutet, dass die alleinige Stimulation mit CpG-ODN 
1668-Thioat für die Höchste einen RQ-Wert von 5,36 ± 2,72 betrug. 
Die Behandlung mit H154-Thioat führte zu einer signifikanten Reduktion der TNF-α-Expression in 
der Lunge im Vergleich zu der 1668-Thioat Stimulation (0,79 ± 0,26 vs. 5,36 ± 2,72; p < 0,01). 
Nach einer Behandlung mit IRS954-Thioat sank im Vergleich zu der Gruppe 1668-Thioat 
ebenfalls signifikant die pulmonale TNF-α-Expression (0,95 ± 0,18 vs. 5,36 ± 2,72; p < 0,01). 
Auch die Gabe von 1612-Thioat reduzierte signifikant im Vergleich zu 1668-Thioat die pulmonale 
Expression von TNF-α 6 h nach Stimulation (1,33 ± 0,38 vs. 5,36 ± 2,72; p < 0,05). 
Die i.v. Gabe von Chloroquin reduzierte die mRNA-Expression von TNF-α 6 h nach Stimulation im 
Vergleich zu der rein stimulierten Gruppe 1668-Thioat, dieser Effekt war jedoch nicht statistisch 
signifikant (1,93 ± 0,47 vs. 5,36 ± 2,72). 
Die Kontrollgruppe TLR9-D wies eine signifikant verringerte TNF-α mRNA-Expression im 
Vergleich zu den allein mit 1668-Thioat stimulierten Tieren auf (0,13 ± 0,05 vs. 
5,36 ± 2,72;p < 0,01). 
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Abb. 5: Relative mRNA-Expression von TNF-α im Lungengewebe der behandelten Mäuse 6 h 
nach Stimulation mit 1668-Thioat und anschließender Antagonisierungsstrategie. Auf der 
X-Achse befinden sich die jeweiligen Kontroll- und Testgruppen aufgetragen. Die Y-Achse zeigt 
die relative Expression des proinflammatorischen Zytokins TNF-α an. Die Anzahl der 
Versuchstiere liegt bei n=8/Gruppe. Statistisch signifikante Werte sind wie folgt markiert: 
*: p < 0,05 vs. PBS Kontrolle; #: p < 0,05 vs. 1668-Thioat (n=8/Gruppe). 
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3.3 Pulmonale IL-1β-Expression 
 
3.3.1 Pulmonale IL-1β-Expression 2 h nach Stimulation 
Die vorliegenden Daten zu IL-1β decken sich tendenziell mit den oben genannten Werten zu 
TNF-α. Auch IL-1β gilt als verantwortliches Zytokin für eine inflammatorische Reaktion. 
In den Kontrollgruppen PBS und TLR9-D lagen die Expressionswerte für IL-1β am niedrigsten 
(PBS 2,16 ± 0,48; TLR9-D 0,83 ± 0,12). 
Die Expression von IL-1β sank mit H154-Thioat Behandlung, allerdings nicht signifikant im 
Vergleich zur alleinigen Stimulation in der Gruppe 1668-Thioat (6,86 ± 1,47 vs. 9,37 ± 0,88). 
Die Werte aus den Gruppen ODN 1612 (13,20 ± 2,99), IRS954-Thioat (12,48 ± 2,47) und 
Chloroquin (9,77 ± 1,29) lagen signifikant über den der Kontrollgruppe PBS (p < 0,001). Die 
Ergebnisse werden in der Abbildung 6 dargestellt. 
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Abb. 6: Relative mRNA-Expression von IL-1β im Lungengewebe der behandelten Mäuse 2 h nach 
Stimulation mit 1668-Thioat und anschließender Antagonisierungsstrategie. Auf der X-Achse 
befinden sich die jeweiligen Kontroll- und Testgruppen aufgetragen. Die Y-Achse zeigt die 
relative Expression des proinflammatorischen Zytokins IL-1β an. Die Anzahl der Versuchstiere 
liegt bei n=8/Gruppe. Statistisch signifikante Werte sind wie folgt markiert: 
*: p < 0,05 vs. PBS Kontrolle; #: p < 0,05 vs. 1668-Thioat (n=8/Gruppe). 
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3.3.2 Pulmonale IL-1β-Expression 6 h nach Stimulation 
Zum Zeitpunkt 6 h nach Stimulation lagen die Zytokinwerte von IL-1β auf mRNA Ebene aus den 
Gruppen H154-Thioat (0,56 ± 0,18), IRS954-Thioat (1,00 ± 0,37) und Chloroquin (2,03 ± 1,48) 
signifikant (p < 0,01) niedriger als die der rein stimulierten Gruppe 1668-Thioat (8,39 ± 3,75) 
(siehe Abbildung 7). 
Die i.v. Gabe des 1612-Thioats verringerte die IL-1β Expression in der Lunge im Vergleich zu der 
rein stimulierten Gruppe 1668-Thioat (1,54 ± 0,28 vs. 8,39 ± 3,76; p < 0,01). 
Die Kontrollgruppe TLR9-D wies die geringste IL-1β Expression auf (0,035 ± 0,009). Der RQ-Wert 
der Gruppe PBS war mit 3,52 ± 1,53 deutlich reduziert gegenüber 1668-Thioat, allerdings nicht 
signifikant. 
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Abb. 7: Relative mRNA-Expression von IL-1β im Lungengewebe der behandelten Mäuse 6 h nach 
Stimulation mit 1668-Thioat uns anschließender Antagonisierungsstrategie. Auf der X-Achse 
befinden sich die jeweiligen Kontroll- und Testgruppen aufgetragen. Die Y-Achse zeigt die 
relative Expression des proinflammatorischen Zytokins IL-1β an. Die Anzahl der Versuchstiere 
liegt bei n=8/Gruppe. Statistisch signifikante Werte sind wie folgt markiert: 
*: p < 0,05 vs. PBS Kontrolle; #: p < 0,05 vs. 1668-Thioat (n=8/Gruppe). 
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3.4 Pulmonale IL-6-Expression 
 
3.4.1 Pulmonale IL-6-Expression 2 h nach Stimulation 
In Abbildung 8 ist die mRNA-Expression von IL-6 für alle angelegten Gruppen aus der 
Zweistundenreihe dargestellt. Den größten inhibitorischen Effekt auf die Expression von IL-6 
mRNA 2 h nach Stimulation im Vergleich zu der Gruppe 1668-Thioat war nach der Behandlung 
mit H154-Thioat nachweisbar (33,37 ± 7,21 vs. 181,74 ± 21,38; p < 0,001). Das in der Literatur als 
inhibierend beschriebene IRS954-Thioat zeigte ebenfalls eine signifikante Reduktion der IL-6 
Expression 2 h nach Stimulation im Vergleich zu der rein stimulierten Gruppe 1668-Thioat 
(56,92 ± 6,74 vs. 181,74 ± 21,38; p < 0,001). Die Gruppe, die Chloroquin i.v. verabreicht bekam, 
wies niedrigere Expressionswerte von IL-6 auf, allerdings war dieser Unterschied statistisch nicht 
signifikant (108,71 ± 13,71vs. 181,74 ± 21,38). 
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Abb. 8: Relative mRNA-Expression von IL-6 im Lungengewebe der behandelten Mäuse 2 h nach 
Stimulation mit 1668-Thioat und anschließender Antagonisierungsstrategie. Auf der X-Achse 
befinden sich die jeweiligen Kontroll- und Testgruppen aufgetragen. Die Y-Achse zeigt die 
relative Expression des proinflammatorischen Zytokins IL-6 an. Die Anzahl der Versuchstiere liegt 
bei n=8/Gruppe. Statistisch signifikante Werte sind wie folgt markiert: 
*: p < 0,05 vs. PBS Kontrolle; #: p < 0,05 vs. 1668-Thioat (n=8/Gruppe). 
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3.4.2 Pulmonale IL-6-Expression 6 h nach Stimulation 
In Abbildung 9 ist die mRNA-Expression von IL-6 für alle angelegten Gruppen aus der 
Sechsstundenreihe dargestellt. Die alleinige Stimulation mit 1668-Thioat führte zur höchsten 
Expression von IL-6 6 h nach Stimulation (RQ-Wert 92,87 ± 17,16). Die potentiellen Inhibitoren 
der TLR9 abhängigen Inflammationsreaktion H154-Thioat, IRS954-Thioat und Chloroquin zeigten 
im Vergleich zu der stimulierten Gruppe signifikant reduzierte IL-6 Expressionswerte 
(IRS954-Thioat 26,90 ± 9,26 vs. 92,87 ± 17,16; p < 0,001; Chloroquin 23,17 ± 2,59 vs. 
92,87 ± 17,16; p < 0,001 und für H154-Thioat 33,37 ± 6,95 vs. 92,87 ± 17,16; p < 0,01). 
TLR9-defiziente Mäuse wiesen, wie in allen anderen Gruppen, die geringste Expression auf 
mRNA-Ebene auf (3,26 ± 1,09), genau wie die PBS-Kontrollgruppe (5,70 ± 1,89). So war die IL-6 
mRNA-Expression 6 h nach Stimulation in den Gruppen 1668-Thioat sowie 1612-Thioat im 
Vergleich zur PBS-Kontrolle signifikant erhöht (1612-Thioat 59,39 ± 19,58 vs. PBS 5,70 ± 1,89; 
p < 0,01; 1668-Thioat 92,87 ± 17,16 vs. PBS 5,70 ± 1,89; p < 0,001). 
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Abb. 9: Relative mRNA-Expression von IL-6 im Lungengewebe der behandelten Mäuse 6 h nach 
Stimulation mit 1668-Thioat und anschließender Antagonisierungsstrategie. Auf der X-Achse 
befinden sich die jeweiligen Kontroll- und Testgruppen aufgetragen. Die Y-Achse zeigt die 
relative Expression des proinflammatorischen Zytokins IL-6 an. Die Anzahl der Versuchstiere liegt 
bei n=8/Gruppe. Statistisch signifikante Werte sind wie folgt markiert: 
*: p < 0,05 vs. PBS Kontrolle; #: p < 0,05 vs. 1668-Thioat (n=8/Gruppe). 
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3.5 Überleben 
Initial wurde in unserem Versuch eine weitere molekularbiologische Untersuchung der 
proinflammatorischen Zytokine im Lungengewebe zu einem späteren Zeitpunkt der 
Sepsisreaktion vorgesehen. Dies sollte angelehnt an ähnliche Sepsismodelle unserer 
Arbeitsgruppe zum Zeitpunkt 18 h post stimulationem erfolgen. Im Verlauf der Versuche und der 
Beobachtung der behandelten Mäuse wurde ein verschlechterter Allgemeinzustand der Tiere 
bereits einige Stunden nach i.p. Injektion des stimulierenden CpG-ODN 1668-Thioats 
beobachtet. Nebenbefundlich ergab sich, dass in den 6 Gruppen (n=5) das Überleben und der 
eventuelle Todeszeitpunkt, je nach verabreichten TLR9-Modulator, verändert werden konnte. 
In der Kontrollgruppe, die lediglich PBS gespritzt bekam, traten weder klinische Symptome einer 
Entzündung auf, noch kam es nach PBS Gabe zu Todesfällen. Bei den Mäusen, die 1668-Thioat 
verabreicht bekamen, kam es zu einer schweren Entzündungsreaktion. In der Gruppe, die 
H154-Thioat i.v. zusätzlich injiziert bekam, überlebten die Tiere länger als in den restlichen 
Interventionsgruppen. Die Mäuse, die mit IRS954-Thioat i.v. oder auch mit Chloroquin i.v. 
behandelt wurden, überlebten ebenfalls länger als die 1668-Thioat + PBS Gruppe oder die 
1668-Thioat + 1612-Thioat Gruppe. Am kürzesten überlebte die 1668-Thioat + PBS Gruppe, d.h. 
die Tiere, die eine alleinige Stimulation mit 1668-Thioat erhielten (siehe Abbildung 10). 
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Abb. 10: Letalität der mit 1668-Thioat stimulierten Mäuse nach unterschiedlichen 
Inhibitionsstrategien mit Phosphorthioat modifizierten PS-ODN oder Chloroquin. Vor allem die 
Intervention mit H154-Thioat verbesserte das Überleben der Tiere (n=5/Gruppe). 
 
 
Zusammenfassend konnten wir nebenbefundlich feststellen, dass aus der Gruppe mit  
H154-Thioat behandelten Mäusen 40 % der Tiere überlebten. Die klinischen Symptome traten 
bei den Gruppen, die mit H154-Thioat, IRS954-Thioat und Chloroquin behandelt worden waren, 
verspätet und milder auf als in der Gruppe an Mäusen, die allein 1668-Thioat und PBS appliziert 
bekamen. 
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4. Diskussion 
In der vorliegenden Arbeit wurde die TLR9-abhängige Antagonisierung der pulmonalen 
Inflammation durch INH-ODN und Chloroquin in einem murinen CpG-induzierten Sepsismodell 
untersucht. 
Dass TLR9 eine zentrale Rolle bei der Entstehung der Sepsis spielt, konnte in unterschiedlichen 
Versuchen bereits gezeigt werden und begründet die intensive Forschung an TLR9 (Beutler und 
Poltorak, 2001; Knuefermann et al., 2007; Weighardt und Holzmann, 2007). Weiterhin konnten 
in verschiedenen Arbeiten sowohl in vitro als auch in vivo TLR9 im Lungengewebe detektiert 
werden. Lungenepithelzellen (Droemann et al., 2005; Platz et al., 2004), alveoläre Makrophagen 
(Juarez et al. 2010; Suzuki et al., 2005) und Bronchialepithelzellen (Li et al., 2004; Mayer et al., 
2007; Sha et al., 2004) exprimieren TLR9. Es konnte in vivo an C57BL/6 Mäusen gezeigt werden, 
dass es sowohl durch intratracheale Applikation („local lung injury“), als auch durch systemische, 
intraperitoneale Gabe („remote lung injury“) von 1668-Thioat zu einer TLR9-abhängigen 
pulmonalen Inflammation kommt. Die CpG-ODN-induzierte pulmonale Inflammation kann 
demnach, analog zu der Ätiologie des ALI und ARDS, sowohl durch direkte, lokale, als auch 
indirekte systemische Reize hervorgerufen werden (Hoque et al., 2011; Knuefermann et al., 
2007; Schwartz et al., 1997; Tasaka et al., 2009). Unabhängig von der CpG Stimulation besteht 
eine konstante konstitutive Expression von TLR9 im Lungengewebe (Ehrentraut et al., 2011). 
Analog zu der vorliegenden Versuchsreihe wurden verschiedene Entzündungsmarker auch zum 
Zeitpunkt 2 h und 6 h post stimulationem bestimmt und zeigten auf mRNA Ebene 2 h nach 
Stimulation den Höhepunkt der TLR9-abhängigen pulmonalen Inflammation. Sowohl humane 
pulmonale interstitielle Makrophagen (IM), als auch alveoläre Makrophagen (AM) reagieren 
beide auf TLR9 Stimulation mit einer erhöhten Zytokinproduktion von IL-1β, IL-6 und 
Interferon-γ (Hoppstadter et al., 2010). 
Neben der Produktion der proinflammatorischen Zytokine wurde dokumentiert, dass der 
Transkriptionsfaktor NFκB im Lungengewebe über TLR9 (Signalwege) aktiviert wird 
(Knuefermann et al., 2007; Vollmer, 2006). Der Versuchsaufbau und das Injektionsprotokoll von 
Knuefermann et al. decken sich mit der Vorgehensweise in der vorliegenden Arbeit. Der 
translozierte Transkriptionsfaktor NFκB ist als Induktor der proinflammatorischen 
Zytokinproduktion von größter Bedeutung für die Inflammation (Kawai und Akira, 2006). 
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Zu unterstreichen gilt die zentrale Rolle von NFκB mitsamt der nachgeschalteten Zytokine für 
eine pulmonale Inflammation (Cheng et al., 2007; Lentsch und Ward, 2001). 
In mehreren monovirulenten in vivo Sepsismodellen konnte eine CpG-ODN-induzierte 
Entzündungsreaktion festgestellt werden, die NFκB-abhängig über den TLR9 Signalweg ablief 
(Hemmi et al., 2000; Sparwasser et al., 1997). Im Hinblick auf die pulmonale Inflammation 
konnten weitere monovirulente in vivo Modelle TLR9-spezifische Entzündungsreaktionen durch 
systemische oder direkt intratracheale CpG-ODN Gabe dokumentieren (Knuefermann et al., 
2007; Li et al., 2004; Tasaka et al., 2009). Darüber hinaus konnten Yamada et al. eine 
monovirulente CpG-ODN-induzierte pulmonale Inflammation durch Gabe von suppressiven ODN 
eindämmen (Yamada et al., 2004). 
Über die monovirulente, TLR9-spezifische Entzündungsreaktion hinaus scheint TLR9 auch für 
den komplexen Verlauf einer polymikrobiellen Sepsis eine entscheidende Rolle zu spielen. So 
sank bei TLR9-defizienten Mäusen die Mortalität in einem durch CLP („cecal ligation and 
puncture“)-induzierten polymikrobiellen Sepsismodell (Plitas et al., 2008). 
In einem in vivo Modell der polymikrobiellen Peritonitis bzw. Sepsis, „colon ascendens stent 
peritonitis“ (CASP), fielen MyD88-defiziente Mäuse durch erniedrigte Entzündungswerte und 
eine reduzierte Mortalität auf (Reim et al., 2011; Victoni et al., 2010; Weighardt et al., 2002). 
MyD88 nimmt eine zentrale Position als Adaptermolekül in der TLR9 Signalkaskade ein und 
unterstreicht damit die Bedeutung von TLR9 für die polymikrobielle Sepsis (Kaisho und Akira, 
2001). Auch die Defizienz von TLR9 selbst führte in der CASP Gruppe zur niedrigeren 
Sterblichkeit und zum verbesserten Erhalt der kardialen Funktion (Lohner et al., 2013). Weitere 
Untersuchungen von Weighardt et al. zeigten, dass TLR2-defiziente und TLR4-defiziente Mäuse 
keine signifikante Verbesserung des Überlebens im CASP Modell aufwiesen (Weighardt et al., 
2002). 
Mit der Kenntnis dieser Eigenschaften und Funktionen von TLR9 stellt sich die Frage, ob und in 
wie weit man die TLR9-abhängige pulmonale Entzündungsreaktion modulieren kann. In der 
vorliegenden Arbeit wurde ein monopathogenes Modell verwendet, um die TLR9-spezifischen 
Mechanismen im Inflammationsgeschehen zuerst im einfachen monovirulenten in vivo Modell 
zu erschließen und in zukünftigen Untersuchungen auf ein polymikrobielles in vivo Modell 
übertragen zu können. Somit wurden in unserem Modell die Inflammation und konsekutive 
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pulmonale Inflammation der Mäuse durch einen singulären Reiz mit 1668-Thioat, einem 
selektiven TLR9 Agonisten, erzeugt. Zur Kontrolle und Bestätigung der TLR9-Spezifität wurden 
TLR9-defiziente Mäuse ebenfalls mit 1668-Thioat behandelt und dienten somit als 
Negativkontrolle. 
Diese Negativkontrollen zeigten im Gegensatz zu der Positivkontrollgruppe (1668-Thioat + PBS) 
keine klinischen Zeichen einer systemischen Inflammation und auch die in der Lunge gemessene 
Zytokin mRNA-Expression war hier nicht erhöht. Die lässt sich durch das bereits demonstrierte 
Ausbleiben der TLR9-abhängigen NFκB-Induktion in TLR9-D Mäusen nach Stimulation mit 
CpG-ODN erklären (Li et al., 2004; Yi et al., 2001). 
So konnten wir in der vorgelegten Arbeit zeigen, dass zum einen eine pulmonale, monovirulent-
induzierte inflammatorische Reaktion ausgelöst werden konnte und dass die beobachtete 
Entzündungsreaktion der Mäuse TLR9-spezifisch war. 
Um eine effektive und langdauernde systemische Entzündungsreaktion hervorzurufen, die zu 
einem „remote-injury“ der Lunge führt, wurden zum einen die behandelten Tiere alle einer i.p. 
Vorbehandlung mit D-GalN unterzogen und zum anderen mit einem Thioat-Rücken stabilisierte 
ODN verwendet. Den Tieren wurde D-GalN verabreicht, da sonst durch den First-Pass-Effekt die 
i.p. und i.v. applizierten ODN frühzeitig inaktivieren würden. Mäuse die 1668-Thioat ohne 
vorherige D-GalN Gabe gespritzt bekamen, zeigten weder klinisch noch molekularbiologisch 
erkennbare Zeichen einer Sepsis (Heeg et al., 1998; Silverstein, 2004; Sparwasser et al., 1997; 
Sun et al., 2010). In der vorliegenden Arbeit zeigten die nur mit D-GalN behandelten Mäuse 
weder eine klinische Manifestation einer systemischen Entzündungsreaktion, noch konnte auf 
molekularbiologischer Ebene eine erhöhte mRNA-Zytokinexpression festgestellt werden. Diese 
Ergebnisse decken sich mit der Auffassung, dass D-GalN zu keiner systemischen Entzündung, 
sondern lediglich eine auf die Leber beschränkte akute Hepatitis induziert (Lehmann et al., 
1987). D-GalN wirkt auf die Leber und erhöht die Sensitivität bei Mäusen für das 
proinflammatorische Zytokin TNF-α (Galanos et al., 1988; Galanos et al., 1979). Der 
Sensitivierung liegen biochemische Effekte zu Grunde (Decker und Keppler, 1974). Hierdurch 
kann eine Einflussnahme auf die gesammelten Ergebnisse der Zytokinexpression weitestgehend 
ausgeschlossen werden. Bezüglich der Dosierung und Applikationsform konnten wir uns in dem 
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hier vorgelegten Modell einer Sepsis-induzierten „remote lung injury“ an Vorarbeiten aus 
unserer Arbeitsgruppe richten (Knuefermann et al., 2007). 
Einen weiteren Modifikationspunkt im Versuchsaufbau stellen die mit Phosphorthioatrückgrat 
veränderten ODN dar. Die so veränderten PS-ODN sind vor dem Abbau durch Nukleasen 
geschützt und ihre Wirkungsdauer somit verlängert (Krug et al., 2001a). Im Gegensatz zu 
„natürlichen“ (unmodifizierten) Phosphodiestern (PD-ODN) entsteht mit Hilfe der 
Phosphorthioat modifizierten PS-ODN eine ausreichende Stimulation der Tiere mit einer 
konsekutiven systemischen Entzündung und darauffolgenden indirekten akuten pulmonalen 
Inflammation (Hoque et al., 2011; Trieu et al., 2006). 
Zu berücksichtigen ist, dass PS-ODN viel potenter wirken und im höheren Maße endozytotisch 
intrazellulär aufgenommen werden als PD-ODN (Rutz et al., 2004; Sester et al., 2000). Darüber 
hinaus könnte das Phosphorthioat Rückgrat an die TLR bzw. deren Bindungsstellen an der 
Ektodomäne binden und die TLR9 Funktion modulieren (Haas et al., 2008). Somit könnten zu 
einem gewissen Teil die Ergebnisse beeinflusst werden (Velten et al., 2012). Es ist somit 
weiterhin Gegenstand der Diskussion, ob ein Thioat-Rückgrat wirklich die Eigenschaften 
bakterieller DNA realistisch nachahmen kann (Pisetsky und Reich, 1999). Vereinzelt wird 
mittlerweile gefordert, hinsichtlich der starken Wirkung und Nebenwirkungen bei Gebrauch von 
PS-ODN, PD-ODN in den Versuchsmodellen einzusetzen (Meng et al., 2011). Andererseits 
sprechen neue veröffentliche Ergebnisse für eine Thioat-unabhängige und sequenzspezifische 
Reaktion (Avalos und Ploegh, 2011). Die vorliegenden Ergebnisse beruhen ausschließlich auf 
Versuchen mit PS-ODN und bieten keine Klärung der Frage nach einer möglichen 
rückgratspezifischen Wirkung. Allerdings konnte zumindest in unserer Arbeit in der 
TLR9-defizienten Gruppe eine Thioat-abhängige TLR7 Aktivierung oder andere Nebenreaktion 
nicht nachgewiesen werden. Daher ist von keinem Rückgrat-spezifischen Effekt in der 
vorliegenden Arbeit auszugehen. 
Bei den durch D-GalN sensitivierten Mäusen bewirkte die i.p. Applikation von 50 nmol des 
CpG-ODN 1668-Thioat eine innerhalb von 6 bis 7 h tödlich verlaufende schwere Sepsis. Ähnliche 
letale Sepsismodelle wurden an Mäusen bereits etabliert (Peter et al., 2008; Sparwasser et al., 
1997). Der Zeitpunkt für die i.v. verabreichten inhibitorischen ODN wurde so gewählt, dass sich 
das 1668-Thioat innerhalb von 30 min über die Bauchhöhle systemisch verbreiten konnte. 
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Klaschik et al. konnten bei Mäusen in vivo 30 min nach i.p. Gabe von CpG-ODN eine erste 
Hochregulierung der proinflammatorischen Mediatoren in Splenozyten der Tiere messen, die ihr 
Maximum 3 h nach CpG Stimulation erreichte (Klaschik et al., 2009). Da die i.v. verabreichten 
inhibitorischen ODN über das venöse System schnell systemisch wirken können (Wang et al., 
2007), kann man davon ausgehen, dass beide ODN Gruppen im Lungengewebe wirken. Um eine 
kompetitive Situation am TLR9 zwischen stimulierendem 1668-Thioat und inhibitorischen ODN 
herzustellen, wurde die Konzentration der i.v. verabreichten Modulatoren und die von 
1668-Thioat äquimolar (jeweils 50 nmol) eingesetzt. Die Zeitpunkte und Konzentrationen für die 
Gabe der jeweiligen Liganden und der Untersuchung leiteten wir von Ergebnissen aus 
Publikationen und eigenen Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe ab (Fernandez et al., 2004; 
Knuefermann et al., 2007; Sparwasser et al., 1997). Dass die Zytokinexpression zum Zeitpunkt 
2 h am höchsten liegt, wurde auch in anderen Arbeiten gezeigt, die ein vergleichbares 
Stimulationsmodell verwendeten (Fernandez et al., 2004; Hong et al., 2004; Knuefermann et al., 
2007). Zum Zeitpunkt 6 h waren besonders die Spiegel von TNF-α und IL-1β bereits wieder stark 
abgefallen, da beide Zytokine in der frühen Phase des Entzündungsgeschehens hochreguliert 
werden bzw. nach 2 h bereits das Maximum ihrer Expression überschritten haben. Ähnliche 
Daten lieferten andere Arbeitsgruppen aus in vitro und in vivo Versuchen (Klaschik et al., 2009; 
Yi et al., 2006; Zhang et al., 2010). 
Um zu untersuchen inwieweit die TLR9-abhängige Entzündungsreaktion durch Antagonisten 
moduliert werden kann, wurde der Einfluss von potentiellen TLR9 Antagonisten anhand der 
mRNA-Expression von TNF-α, IL-1β und IL-6 aus dem Lungengewebe der Mäuse, 2 h und 6 h 
nach der Stimulation per 1668-Thioat mit Hilfe der RT-qPCR gemessen. 
Diese Zytokine entstehen und wirken in einem komplexen Netzwerk aus Fibroblasten, 
Epithelzellen, Makrophagen und Monozyten. Somit lenken sie auch die stadienhaft ablaufende 
Pathophysiologie einer pulmonalen Inflammation bzw. des ARDS (Belperio et al., 2006; 
Mukhopadhyay et al., 2006; Niederman und Fein, 1990). 
So gilt TNF-α als einer der Hauptmediatoren für die Entzündungsreaktion und ist auch relevant 
bei Sepsis-induziertem ARDS (Leeper-Woodford et al., 1991). TNF-α schädigt u.a. die Surfactant 
Proteine und schränkt somit die Lungenfunktion erheblich ein (Berhane et al., 2000; Miakotina 
und Snyder, 2002). Besonders zu Beginn einer schweren Entzündung steigt das Zytokin stark an 
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und übersteigt bereits nach wenigen Stunden sein Maximum (Klaschik et al., 2009; 
Sheridan et al., 1997; Zhang et al., 2010). Dies deckt sich mit der gemessenen Kinetik von TNF-α 
in unserem Versuch. Nach CpG-Stimulation konnten wir erhöhte TNF-α, genauso wie IL-1β und 
IL-6 Werte messen. Vergleichbare Ergebnisse erhoben Zou et al. und Lipford et al. (Lipford et al., 
1997; Zou et al., 2002). Dies gilt auch für die mRNA-Expression von TNF-α, IL-1β und IL-6 im 
Lungengewebe nach systemischer CpG-ODN Gabe in dem vorliegenden Versuch genauso wie bei 
Knuefermann et al. (Knuefermann et al., 2007). 
Das proinflammatorische Zytokin IL-1β zeigte eine ähnliche Kinetik wie TNF-α. Zwar stieg IL-1β in 
unseren Versuchen etwas verzögert an, war aber bereits beim Zeitpunkt 6 h post stimulationem 
wieder deutlich abgefallen. Eine ähnliche Zeitkinetik konnten auch Yi et al. in einem in vivo 
Modell feststellen. An D-GalN sensitivierten Mäusen konnte durch i.p. CpG-ODN Gabe eine 
inflammatorische Reaktion hervorgerufen werden, wobei mittels ELISA die 
proinflammatorischen Zytokine TNF-α, IL-1β, IL-6 und IL-12 im Serum gemessen wurden und 
diese zeigten, dass die TNF-α Konzentration bereits nach 1 h abfiel, genauso wie von IL-1β. Die 
IL-6 Konzentration hingegen stieg noch bis zu 4 h post stimulationem und fällt erst später und 
langsamer als die von TNF-α und IL-1β ab (Yi et al., 2006). Analog zu TNF-α übernimmt IL1-β eine 
wichtige Position als Vermittler in der Entzündungsreaktion. Beide Zytokine werden daher auch 
als „major inducer“ bezeichnet und wirken synergistisch im Entzündungsgeschehen 
(Klaschik et al., 2009). TNF-α und IL-1β wirken lokal an Makrophagen, Endothelzellen, 
Fibroblasten und führen auch zu einer erhöhten IL-8 Konzentration. IL-8 als 
proinflammatorisches Zytokin und chemotaktischer Faktor wird vermehrt bei ALI/ARDS 
Patienten gefunden (Miller et al., 1996). Die Expression des Zytokins IL-6 steigt später als IL-1β 
und TNF-α an (Yi et al., 2001). Der Verlauf und letztendlich die Prognose bei Sepsispatienten 
korreliert unter anderem mit dem Zytokin IL-6 (Meisner, 2005; Osuchowski et al., 2006). Mäuse, 
die ein niedrigeres IL-6-Profil aufwiesen, überlebten auch länger. Für TNF-α wurde gezeigt, dass 
keine solche Korrelation besteht (Bozza et al., 2007). Allerdings wird kontrovers diskutiert wie 
verlässlich IL-6 als immunologischer Biomarker ist. Nach anfänglichem Optimismus scheint IL-6 
alleinstehend keine zufriedenstellende Prognose über den Verlauf der Patienten abgeben zu 
können (Brunkhorst, 2006; Dimopoulou et al., 2007; Vaschetto und Protti, 2010). 
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Die Erkenntnisse zu TNF-α, IL-1β und IL-6 verdeutlichen die Bedeutung dieser Zytokine für die 
Entzündungsreaktion und das Sepsis-induzierte ARDS. In den meisten in vitro und in vivo 
Sepsismodellen wurden die Zytokinexpression und Zytokinproduktion ebenfalls als 
molekularbiologische Indikatoren einer Sepsisreaktion verwendet (Hong et al., 2004; Sparwasser 
et al., 1997). Sie wurden auch in experimentellen Lungeninflammationsmodellen als Marker für 
den Schweregrad und den Verlauf bestimmt (Hoque et al., 2011; Yamada et al., 2004; 
Zhang et al., 2010). 
Erstmals konnte in der vorliegenden Arbeit in vivo gezeigt werden, dass die Substanzen  
H154-Thioat, IRS954-Thioat und Chloroquin, i.v. verabreicht, signifikant die mRNA-Expression der 
Zytokine TNF-α, IL-1β und IL-6 im Lungengewebe 6 h nach TLR9-spezifischer Stimulation mit 
1668-Thioat i.p. Gabe reduzieren können. Die TLR9-Spezifität wurde anhand der 
Negativkontrollen an TLR9-defizienten Mäusen bewiesen. 
Darüber hinaus konnte das inhibierend wirkende H154-Thioat bereits zum Zeitpunkt 2 h post 
stimulationem die Expression des gemessenen Zytokinprofils signifikant verringern. Mäuse, die 
mit H154-Thioat behandelt wurden, überlebten außerdem länger und wiesen deutlich mildere 
Entzündungssymptome auf. Verglichen mit den Kontrollgruppen PBS und TLR9-D zeigte sich 
allerdings, dass die Behandlung mit H154-Thioat die 1668-Thioat-induzierte Inflammation nicht 
vollständig blockieren konnte. Dies bedeutet, dass H154-Thioat die schwere und letale 
Entzündungsreaktion im Organismus der Mäuse nicht vollständig aufheben konnte. Sowohl in 
der Literatur als auch in Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe stellt H154-Thioat einen potenten 
Inhibitor der TLR9-abhängigen Entzündungsreaktion dar. In in vitro Untersuchungen gelang es an 
RAW 264.7 Makrophagenzellkulturen eine über 1668-Thioat initiierte Zytokinprodukiton 
signifikant zu unterdrücken. Die Reduktion der proinflammatorischen Zytokine funktionierte 
noch bis 6 h nach 1668-Thioat Stimulation (Gielen, 2011). Die Arbeitsgruppe von Yamada 
dokumentierte ebenfalls eine potente inhibitorische Wirkung von H154-Thioat sowohl in in vitro 
als auch in in vivo Versuchen, die im Einklang mit unseren Ergebnissen stehen. In vitro konnte die 
H154-Thioat Applikation an Splenozyten aus BALB/c Mäusen die CpG-induzierte 
Zytokinproduktion reduzieren. Eine signifikante Inhibition durch ODN H154 war möglich bis zu  
3 h nach CpG-induzierter Stimulation (Yamada et al., 2002). Des Weiteren wurde in vivo H154 im 
Modell eines CpG-initiierten akuten Lungenversagens an BALB/c Mäuse getestet. Sowohl die in 
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der Bronchiallavage (BAL) gemessene totale Zellzahl, als auch die Anzahl der Neutrophilen war 
nach H154-Thioat Behandlung im Vergleich zu den CpG-ODN stimulierten Mäusen reduziert, 
genauso wurde das CpG-abhängige Zytokinprofil der Mäuse nach H154 Gabe signifikant 
verringert (Yamada et al., 2004). 
In einem CLP-Sepsismodell an C57BL/6 Mäusen verringerte die Gabe von H154-Thioat die 
gemessenen Zytokinwerte und senkte die Mortalität im Vergleich zu der ohne ODN behandelten 
CLP-Gruppe (Yasuda et al., 2008). 
IRS954-Thioat wirkt neben TLR9 auch an TLR7 antagonistisch (Barrat et al., 2007). In einem in 
vivo Lupusmodell konnte hierbei erfolgreich die antagonisierende Wirkung von IRS954 nach 
intraperitonealer Gabe an Mäusen dokumentiert werden. Dabei wurde neben der renalen auch 
die pulmonale Inflammation untersucht, die beide reduziert werden konnten (Barrat und 
Coffman, 2008). 
Pawar et al. belegten in vitro an murinen Monozyten, dass IRS954 die CpG-ODN-induzierte 
Zytokinproduktion und die Interferon-α Produktion blockiert. Hierbei wurde mit einem  
CpG-ODN ein TLR9 Agonist und mit Imiquimod ein TLR7 Agonist eingesetzt. Beide Signalwege 
konnten durch IRS954 Gabe blockiert werden, was IRS954 als dualen TLR7-und  
TLR9-Antagonisten bestätigt. Des Weiteren konnten Pawar et al. in vivo durch IRS954 
Behandlung von MRL lPR/lPR Mäusen, sowohl an Nieren, als auch an Lungengewebe, im Vergleich 
zu der rein CpG-stimulierten Gruppe eine reduzierte Inflammation dokumentieren. Dabei wurde 
den Mäusen über einen Zeitraum von 14 Wochen IRS954 i.p. verabreicht, was eher einen 
chronischen Inflammationsprozess wiederspiegelt und im Gegensatz zu unseren akuten 
Sepsismodellen steht (Pawar et al., 2007). 
Hoque et al. demonstrierten in vivo die Reduktion einer systemisch-induzierten pulmonalen 
Inflammation per IRS954 Vorbehandlung. Die C57BL/6 Mäuse erhielten IRS954 1 h bevor sie 
durch Caerulein Gabe eine systemische Pankreatitis und in Folge eine pulmonale Inflammation 
bzw. „remote lung injury“ entwickelten. Durch die Vorbehandlung mit IRS954 zeigten die Mäuse 
einen milderen Verlauf und eine gesenkte Mortalität (Hoque et al., 2011). Unter Einsatz von 
TLR9-defizienten Mäusen wurde die TLR9-abhänigige Art der Entzündung und die spezifische 
Inhibition durch IRS954 bewiesen (Hoque et al., 2011). Es ist darauf hinzuweisen, dass 
IRS954-Thioat auch als TLR7-und TLR9-Antagonist fungiert und, dass das in dieser Arbeit 
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vorgelegte Sepsismodell einzig über TLR9-spezifisches 1668-Thioat erzeugt wurde. Diese neue 
Unterklasse von INH-ODN inhibiert vor allem die IFN Produktion aus pDC und wurde vorwiegend 
in SLE-Modellen verwendet (Barrat und Coffman, 2008). In unserem in vivo Sepsismodell bewies 
IRS954-Thioat ebenfalls eine signifikante Hemmung des konsekutiven pulmonalen 
Entzündungsgeschehens. 
Der Wirkstoff Chloroquin nimmt in gewisser Weise eine Sonderstellung unter den hier 
untersuchten Substanzen ein. Es ist kein Oligodesoxynukleotid und als Therapiemittel bei 
Malaria, SLE und Rheumatoider Arthritis bekannt (Marshak-Rothstein et al., 2004; Wallace, 
2001). In unseren Versuchen konnte Chloroquin in vitro (Gielen, 2011) und in vivo eine  
TLR9-spezifische Reaktion signifikant reduzieren. Dieses Wirkungsbild deckt sich mit Ergebnissen 
aus Arbeiten an in vitro und in vivo Modellen (Hong et al., 2004; Yamada et al., 2004; 
Yasuda et al., 2008). Der Wirkmechanismus, des seit Jahrzehnten verwendeten Pharmakons, ist 
bis heute nicht eindeutig geklärt. Ein Erklärungsversuch für die Wirkung des Chloroquins am 
TLR9 ist, dass es den Reifungs-und Aktivierungsprozess des TLR9 im Endolysosom stört 
(Delhaes et al., 2003; Hacker et al., 1998; Yi et al., 1998). So werden TLR9 zwar endosomal 
aufgefunden, allerdings verhindert Chloroquin als schwache Base die Azidifikation im Endosom 
und blockiert damit die Aktivierung der TLR9. Folglich unterbleibt die Signalweiterleitung über 
MyD88 und die inflammatorische Reaktion (Ahmad-Nejad et al., 2002). Weiterhin bleibt fraglich, 
ob der Einfluss auf die endosomale Reifung und Aktivierung ausschlaggebend für die 
inhibierende Wirkung von Chloroquin ist oder ob z.B. die Bindung an den TLR9 entscheidend ist. 
So wird argumentiert, dass die verwendeten Konzentrationen von Chloroquin nicht zur 
entscheidenden Veränderung des pH-Milieus der intrazellulären Kompartimente ausreichen, 
aber trotzdem eine signifikante Inhibition bewirken (Macfarlane und Manzel, 1998; 
Rutz et al., 2004). Es werden auch Hemmungen von TNF-α auf posttranslationeller Ebene 
beschrieben. Außerdem hemmt Chloroquin die Sekretion der proinflammatorischen Zytokine 
TNF-α, IL-1β und IL-6 nach LPS Gabe durch jeweils unterschiedliche Mechanismen (Ertel et al., 
1992; Jang et al., 2006; Picot et al., 1993). 
In vitro Untersuchungen an Makrophagen konnten die Annahmen einer Reduktion des 
Zytokinprofils in einem polymikrobiellen Sepsismodell bestätigen (Gielen, 2011; Yasuda et al., 
2008). In den hier durchgeführten in vivo Versuchen konnte nach Chloroquingabe eine 
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signifikante Reduktion der systemischen Reaktion im Vergleich zur reinen Stimulationsgruppe 
(1668-Thioat + PBS) 6 h post stimulationem festgestellt werden. Andererseits wirkt Chloroquin 
im Vergleich zu H154-Thioat und IRS954-Thioat schwächer inhibierend. Grund hierfür könnte die 
Applikationsform des Wirkstoffs sein. Bis auf Hong et al. verwendeten andere Arbeitsgruppen 
Chloroquin meist in der oralen (Yasuda et al., 2008) oder intraperitonealen (Lewis et al., 2011) 
Dareichungsform. In unseren Versuchen führte die i.v. Injektion von Chloroquin bei den Mäusen 
zu kurzanhaltenden schockähnlichen Symptomen, die spontan vollständig regredient waren. 
Auch wenn es sich um eine nur kurzfristige, innerhalb von 5 min komplett regrediente Reaktion 
während bzw. direkt nach der i.v. Applikation gehandelt hat, kann eine Auswirkung auf die 
Ergebnisse nicht auszugeschlossen werden. Des Weiteren bleibt zu berücksichtigen, dass 
Chloroquin höchstwahrscheinlich auch einen Einfluss auf TLR3, TLR7 und TLR8 ausübt 
(Krieg, 2007; Matsumoto et al., 2004). Diese befinden sich ebenfalls im Endosom und sind genau 
wie TLR9 abhängig von pH-Veränderungen in den Vesikeln (Kuznik et al., 2011). Womöglich 
könnte eine per os, intratracheal oder auch i.p. Gabe des Chloroquin in Folgeuntersuchungen 
andere Ergebnisse liefern. Ebenso wäre eine i.v. Infusion oder eine p.o. Gabe über einen 
längeren Zeitraum zu erwägen. So setzt in der Behandlung der chronischen Entzündungsreaktion 
bei rheumatoider Arthritis die Wirkung des Pharmakons Chloroquin erst nach Wochen ein. 
Hierbei wird der Wirkstoff Chloroquin p.o. verabreicht (Delhaes et al., 2003). 
In dem gewählten Versuchsmodell einer schweren Sepsis, die ohne Behandlung letal endet, 
könnte die Chloroquin Gabe nicht mehr ausreichend gewirkt haben. Yasuda et al. stellten in ihrer 
Versuchsreihe bessere Ergebnisse bei Tieren fest, die mit Chloroquin vorbehandelt wurden sind. 
So könnte Chloroquin möglicherweise als adjunktives Therapeutikum bei einer schweren Sepsis 
eingesetzt werden, aber nicht als Monotherapie ausreichen (Yasuda et al., 2008). 
Das in der Literatur als neutral wirkend beschriebene 1612-Thioat (Klaschik et al., 2009; 
Shimosato et al., 2009; Yamada et al., 2004) zeigte in den vorliegenden Versuchen ein nicht 
eindeutiges Bild seiner Wirkung. Weitestgehend führte die 1612-Thioat Gabe zu keiner 
signifikanten Beeinflussung am 1668-Thioat-induzierten Sepsismodell und bestätigt hiermit 
seine neutrale Wirkung am TLR9. Als Ausnahme muss erwähnt werden, dass nach 1612-Thioat 
Gabe 6 h post stimulationem die Zytokinexpression von TNF-α signifikant sank. In in vitro 
Untersuchungen an Makrophagen fiel dieses heterogene Wirkungsprofil von 1612-Thioat bereits 
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auf (Gielen, 2011). Eine Erklärung könnte sein, dass zwar im Nano-Bereich bei Gebrauch von 
PS-ODN von einer sequenzspezifischen Wirkungsbeziehung auszugehen ist, aber bei über 25 µM 
verwendetem PS-ODN auch eine Wirkung des Phosphorthioatrückgrats nicht ausgeschlossen ist 
(Lenert et al., 2009; Vollmer et al., 2004b). So sprechen Haas et al. von einer partiell 
aktivierenden Funktion der mit Thioatrückgrat modifizierten ODN (Haas et al., 2008). Die konnte 
in Versuchen unserer Arbeitsgruppe bestätigt werden (Velten et al., 2012). Eventuell könnte 
1612-Thioat die Bindestellen am TLR9 besetzen und somit für andere ODN blockieren oder die 
ODN an der Bindung am TLR9 hindern und so zum Ergebnis bei TNF-α 6 h nach Stimulation 
geführt haben. 
Bis heute ist nicht geklärt, durch welchen Mechanismus die INH-ODN an TLR9 inhibierend 
wirken. Als eine Möglichkeit wird eine kompetitive Hemmung am TLR9 in der Literatur angeführt 
(Lenert, 2010). Dafür spricht, dass ST-ODN und INH-ODN ans C-terminale Ende der 
TLR-Ektodomäne binden und darüber die jeweilige Wirkung am TLR9 aktivieren (Avalos und 
Ploegh, 2011). Da in unserer Arbeit das Verhältnis zwischen ST-ODN und INH-ODN 1:1 betrug 
könnte man erwarten, dass INH-ODN die Wirkung der ST-ODN aufheben. Allerdings müssten 
dafür die TLR9 beide Sequenzen von ST-und INH-ODN gleichermaßen aufnehmen und binden, 
und es gilt zu berücksichtigen, dass die Stimulation i.p. und 30 min früher als die i.v. Gabe der 
Modulatoren erfolgte. Mit Bindungsstudien konnten Avalos und Kollegen widerlegen, dass 
verschiedene ODN identisch an TLR9 binden. So binden ODN sequenzabhängig an TLR9 und 
INH-ODN je nach Gruppe bzw. Sequenz stärker oder schwächer am TLR (Avalos und Ploegh, 
2011). 
Eine andere Möglichkeit ist, dass INH-ODN an TLR9 binden und die Konformationsänderung, die 
für die Aktivierung notwendig ist, verhindern. Allerdings weisen die Ergebnisse der Gruppe um 
Avalos darauf hin, dass die für diese Konformationsänderung notwendigen Proteasen durch 
INH-ODN Gabe nicht beeinflusst werden (Avalos und Ploegh, 2011). Für eine abschließende 
Erklärung fehlen zurzeit noch beweisende Versuche. Aufnahmen von TLR9 in gebundenem und 
ungebundenem Zustand könnten auf der Suche nach einer Erklärung für die TLR9 Modulation 
entscheidend sein (Chen et al., 2011). 
Mit der gewählten 1668-Thioat Dosis bei den mit D-GalN sensitivierten Mäusen gelten die 
obengenannten Aussagen für ein letales Sepsismodell (Cornelie et al., 2002; Knuefermann et al., 
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2007). Die bisherigen Ergebnisse einer inhibierenden Modulation an TLR9 entstammten meist 
monovirulenten bzw. monopathogenen in vitro Versuchen. In in vivo Versuchen zur 
Beeinflussung von TLR9 durch Substanzen auf das Lungengewebe bezogen sich die gemessenen 
Parameter meist auf andere Zeitpunkte der Expressionsbestimmung oder es wurden andere 
oder keine inhibierenden Modulatoren getestet (Hong et al., 2004; Yasuda et al., 2008). 
Es muss angemerkt werden, dass unsere vorliegenden Ergebnisse und darauf beruhende 
Aussagen zur pulmonalen Inflammation hauptsächlich durch molekularbiologische Marker, d.h. 
proinflammatorische Zytokinen begründet sind. Diese bilden nicht die klinisch-laborchemischen 
Definitionskriterien eines ARDS ab, sondern sind pathognomonisch für die inflammatorische 
Frühphase beim ARDS. Zur klaren Erfassung eines ARDS bei unseren Mäusen wären zusätzlich 
Werte aus umfangreichen Funktionsmessungen wie Bodyplethysmographien, 
Sauerstoffsättigungskurven und Lungenkapillarverschlussdrucksmessungen (PCWP, 
Wedge-Druck) per Rechtsherzkatheter notwendig (Bernard et al., 1994; Striebel, 2008). 
Trotzdem untermauern unsere Ergebnisse wie oben erwähnt die zentrale Rolle von TLR9 für die 
Vermittlung einer Inflammation. So konnte unsere Gruppe im gleichen Versuchsprotokoll wie in 
dieser Arbeit vorgestellt zeigen, dass über eine Modulation von TRL9 auch die kardiale 
Inflammation und Dysfunktion positiv beeinflusst werden kann (Boehm et al., 2013). 
Insgesamt aber bleibt bei den vorliegenden Ergebnissen zu berücksichtigen, dass die 
Entzündungsreaktion monovirulent über TLR9 initiiert wurde und somit keine Reaktion auf einen 
klinisch relevanten polymikrobiellen Reiz darstellt. Hierzu konnte unsere Arbeitsgruppe ebenfalls 
die zentrale Rolle von TLR9 für die Vermittlung der kardiovaskulären Inflammation und 
Dysfunktion herausarbeiten (Ehrentraut et al., 2012; Lohner et al., 2013). Im Gefäßsystem wirkte 
H154-Thioat bei polymikrobiellem Stimulus protektiv (Ehrentraut et al., 2012). Der Effekt von 
TLR9-spezifischen Modulatoren wie ODN auf die septische Kardiomyopathie ist zurzeit 
Gegenstand aktueller Untersuchungen. Diese Daten legen die Vermutung nahe, dass 
H154-Thioat auch beim Sepsis-induzierten „remote lung injury“ eine mögliche therapeutische 
Option darstellen könnte. 
In der Evolution haben sich Unterschiede in den potenten Motivmerkmalen bei verschiedenen 
Spezies ergeben, so auch zwischen Maus und Mensch (Klinman et al., 2008; Krug et al., 2001b; 
Rankin et al., 2001). Es ist zurzeit also nicht abschließend geklärt, ob H154-Thioat auch im 
80 
 
humanen System ähnliche Effekte erzielt wie im murinen Modell. Weiterhin bleibt offen, ob im 
Hinblick auf unerwünschte Wirkungen der Einsatz von PD-ODN anstelle von PS-ODN sinnvoller 
sein könnte (Brown et al., 1994; Crooke, 1991; Lipford et al., 2000; Meng et al., 2011). 
Zusammenfassend konnte in der hier vorgelegten Arbeit gezeigt werden, dass im murinen 
monovirulenten Sepsismodell eine TLR9-abhängige Modulation der pulmonalen Inflammation 
und nebenbefundlich eine Verbesserung des Überlebens der mit H154-Thioat, IRS954-Thioat 
und Chloroquin behandelten Mäuse möglich ist. Präparat-abhängige Unterschiede in der 
Protektions-Qualität zeigten sich hierbei bereits nach 2 h, besonders H154-Thioat konnte als 
besonders potentes inhibitorisches ODN herausgearbeitet werden. Untersuchungen zur 
septischen Kardiomyopathie lieferten hierzu ähnliche Ergebnisse (Boehm et al., 2013), und auch 
erste Daten aus polymikrobiellen Sepsismodellen zeigen hierbei ähnliche protektive 
Eigenschaften einer Immun-Modulation mit H154-Thioat (Ehrentraut et al., 2012). Die  
TLR9-vermittelte Modulation der Inflammation könnte in Zukunft eine alternative 
Therapiestrategie auch gegen das Sepsis-induzierte „remote lung injury“ darstellen.  
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5. Zusammenfassung 
In der vorliegenden Arbeit wurde anhand eines monovirulenten, TLR9-abhängig induzierten 
in vivo Sepsismodells in der Maus untersucht, ob die pulmonale Inflammation durch die Gabe 
von TLR9-spezifischen INH-ODN (H154-Thioat, IRS954-Thioat, 1612-Thioat) und dem 
Antimalariamittel Chloroquin moduliert werden kann. 
12 Wochen alte, männliche C57BL/6 Mäuse wurden mit D-GalN (25 mg) i.p. vorbehandelt und 
somit für die folgende ODN Wirkung sensitiviert. Nach 30 min erfolgte die Stimulation der Tiere 
durch i.p. Injektion vom TLR9-spezifischen Agonisten CpG-ODN 1668-Thioat (50 nmol), wodurch 
eine systemische Inflammation mit konsekutivem „remote lung injury“ initiiert wurde. Nach 
weiteren 30 min wurde jeweils einer der zu testenden Substanzen (H154-Thioat, IRS954-Thioat, 
1612-Thioat, Chloroquin) i.v. appliziert. Zum Zeitpunkt 2 h und 6 h post stimulationem erfolgte 
die Entnahme des Lungengewebes mit anschließender Messung der pulmonalen  
mRNA-Expression von NFκB-induzierten proinflammatorischen Zytokinen TNF-α, IL-1β und IL-6 
per quantitativer Real-time PCR. In der Zeit zwischen CpG Stimulation bis zur Organentnahme 
wurden die Mäuse auf klinische Anzeichen einer Entzündung beobachtet. Zur Kontrolle und 
Bestätigung der TLR9-Spezifität wurden TLR9-defiziente Mäuse ebenfalls mit 1668-Thioat 
behandelt. 
Die i.v. Gabe von H154-Thioat, IRS954-Thioat und Chloroquin reduzierte statistisch signifikant 
zum Messzeitpunkt 6 h post stimulationem das pulmonale proinflammatorische Zytokinprofil im 
Vergleich zu der rein stimulierten Gruppe 1668-Thioat. H154-Thioat inhibierte bereits 2 h post 
stimulationem signifikant die TLR9-abhängige Zytokinexpression auf mRNA Ebene. Außerdem 
wurden nebenbefundlich im Vergleich zur reinen Stimulationsgruppe bei den mit H154-Thioat, 
IRS954-Thioat und Chloroquin behandelten Mäusen mildere Krankheitsverläufe beobachtet und 
die Mortalität bis zu 40 % gesenkt. 
Zusammenfassend belegen unsere Ergebnisse, dass die TLR9-abhängigie Inhibition im mono-
virulenten in vivo Sepsismausmodell durch H154-Thioat, IRS954-Thioat und Chloroquin zu einem 
signifikant reduzierten Zytokinprofil eines „remote injury“ der Lunge führt. 
Zum besseren Verständnis der TLR9 Inhibition durch H154-Thioat, IRS954-Thioat und Chloroquin 
sollen weitere Versuche in einem polyvirulenten Sepsis-induzierten „remote lung injury“ in vivo 
Modell dienen. 
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